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1: Os efluíntes do procesado industrial do mexilón.
Os semicultivos de mexilón (Mytilus edulis, L.), escomezan a
imprantarse no litoral galego arredor de mediados dos anos 40, e véñense
desenrolando de forma ininterrumpida a un ritmo elevado, acadándose a
mediados dos 80 unha produción anual de 250.000 Tm (os 2/3 na Ría de
Arousa) e estabilizándose nesa cantidade, pasando dende unha produción
temporal nos meses de novembro ata marzo a unha anual, somentes
interrumpida polas mareas vermellas.
Existe xa certa información que nos indica que a produción nalgunhas
áreas está chegando ao seu límite na densidade de explotación. Esta
información é: os balanzos de materia, a incidenza de parasitose, colleitas
ocasionais de baixa entidade, disminución da relación peso da vianda peso
total, así como constatacións de efeitos secundarios indesexábeis.
A produción actual de mexilón nas Rías Galegas corresponde ao 45 %
do total mundial, implicando o emprego de máis de 7.000 persoas e a máis do
20% do persoal empregado no sector conserveiro.
O 60% da produción é procesada industrialmente, orientada a
fabricación de conservas e ao conxelado, tanto nas fábricas de conservas
coma en instalacións específicas chamadas cocedeiros. Este tratamento
require un paso previo de coción e separación de cunchas e viandas, xerándose
correntes residuais que se veñen vertendo ás rías, onde causan un forte
impacto contaminante.
Na figura I.1.1 amósase un diagrama de fluxo das etapas implicadas
neste proceso, e poden observarse os 5 tipos de efluíntes xerados, dos cais as
suas características máis sobresaíntes son:
E1: Representan os 3/4 do consumo total de auga da pranta cunha
grande cantidade de sólidos inorgánicos en suspensión, fácilmente eliminábeis
por decantación, e cunha cárrega orgánica baixa.
E2: Son augas procedentes do transporte en corrente e apenas teñen
cárrega orgánica.
E3: Xéranse na etapa de apertura valvar e precocción. A operación
faise en autoclaves a presións de ata 3 atmósferas, resultando un efluínte
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que, aínda que tan só supón un 5% do caudal total, a sua elevada cárrega
orgánica (25 g/L) e a temperatura de saída (cerca dos 100°C), fan que sexa o
de maior impacto contaminante.
E4: Son as salmoiras de separación da vianda por flotación. O seu
volume e DQO é baixo pero poden conter axentes antiescumantes.
E5: Xurden na deshidratación previa ao enlatado da vianda. Aínda que
cun caudal de pouca entidade teñen unha elevada cárrega orgánica.  
Figura I.1.1: Esquema dunha pranta de procesado de mexilón.
Por outra banda, debe sinalarse que, como a meirande parte das
necesidades de auga (coa excepción das correntes E3 e E5) cúbrense con auga
de mar, as prantas procesadoras mesturan a totalidade dos caudais antes de
botalos ás Rías. Ésta é unha práctica de «maquillaxe» que ten como finalidade
axeitarse aos niveis de contaminación que permite a lexislación pero,
lamentábelmente, imposibilita un tratamento de depuración selectivo
(METCALF & EDDY, 1977).
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1.1: Bases para un tratamento depurativo dos EPM.
Segundo ven de sinalarse, ademáis de proceder a unha recollida
selectiva (sen mesturalas) das diferentes correntes, para o seu tratamento
depurativo, dacordo coa sua composición fariase necesario a utilización
diferencial de métodos fisicoquímicos, no caso das correntes con elevados
contidos de sólidos inorgánicos en suspensión (E1), e métodos biolóxicos nas de
elevada DQO (E3 e E5).
Son precisamente os procesos de bioconversión os que contan cunha
longa tradición no tratamento de refugallos da industria alimentaria. Unha
escolma deles amósase na táboa I.1.1.
TÁBOA I.1.1: Materias primas de baixo coste ou de carácter residual obxecto do procesado
microbiolóxico. Exclúese a produción de proteína unicelular (POU) a partires de hidrocarburos,
etanol e metanol.
MATERIA PRIMA MICROORGANISMO PRODUTO REFERENCIA
Amidón Aspergillus awamori +
Zymomonas mobilis
(coinmovilizado)
Etanol TANAKA & al., 1986a
Schwanniomyces alluvius POU e etanol WILSON & al., 1982







Cellulomonas + Alcaligenes POU HAN & al., 1971
Bagazo médula cana zucre Claviceps fusiformis
Claviceps purpurea
Alcaloides TREJO HERNÁNDEZ & al., 1992
Bagazo + melaza cana zucrre Aspergillus niger Ácido cítrico CHAUDHARY & al., 1978
Bagazo + diferentes melazas
ou zume piña
Aspergillus niger Ácido cítrico CAHN, 1935
Cáscara café Aspergillus niger Ácido cítrico SHANKARANAND & LONSANE, 1994
Cebola Aspergillus niger Poligalacturonasas BEHERE & al., 1993
Células vexetais cultivos
celulares masivos
Botrytis cinerea Incremento do valor
nutritivo da biomasa
SMITH & al., 1985
Efluíntes cerveceiras Aspergillus niger Ácido cítrico HANG & al., 1977
1: Os efluintes do procesado industrial do mexilón
I: Introducción  –6–
Efluíntes destilerías Torula spp. POU e ácidos volátiles KUMAR & VISWANATHAN, 1991
Aspergillus niger Proteasa YANG & LIN, 1998
Efluíntes dixestor anaeróbico
suplementado con melazas
Candida utilis POU IRGENS & CLARKE., 1976
Efluíntes grasos Candida lipolytica
Candida mesenterica
Torulopsis holmii
POU LEPIDI & al., 1975
Efluíntes metalúrxicos e
galvánicos
Rhizopus arrhizus Absorción de metais
pesados
FOUREST & ROUX, 1992
Efluíntes procesado aceite
palma
Aspergillus oryzae POU BARKER & WORGAN, 1981






Endomycopsis fibuliger Etanol SAHA & UEDA, 1983
Efluíntes moído aceituna Aspergillus niger + bacterias
simbiontes intestino termita
Metano HAMDI & al., 1992
Estrume Chaetomium cellulolyticum Incremento do valor
nutritivo da biomasa
ULMER & al., 1981
Extracto alcachofa Kluyveromyces marxianus Etanol BAJPAI & MARGARITIS, 1987





Farelo trigo Bacillus licheniformis a -amilasa PADMANABHAN & al., 1992
Bacillus subtilis Antibióticos (iturina) OHNO & al., 1992
Aspergillus awamori Invertasa e b -
galactosidasa
SILMAN, 1980
Calvatia gigantea a -amilasa KEKOS & al., 1987
Farelo, pan, arroz e outros
cereais
Monascus purpureus Pigmentos de uso
alimentario
JOHNS & STUART, 1991
Fariña colza Aspergillus clavatus Detoxificación
(degradación
glicosinolatos)
SMITS & al., 1994
Grao usado destilerías Trichoderma reesei QM9414 Etanol SIM & OH, 1990
Hidrolizado (LiCl) palla con
posterior eliminación do LiCl
Saccharomyces cerevissiae Etanol SHAMBE & KENNEDY, 1985
Hidrolizado palla Candida tropicalis POU VOLFOVÁ & KYSLÍKOVÁ, 1979
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Trichoderma viride POU PEITERSEN & ANDERSEN, 1978
Hidrolizado enzimático quitina Pichia kudriavzevii POU REVAH-MOISEEV & CARROAD,
1981





POU TANAKA & MATSUNO, 1985
Hidrolizado pulpa madeira Candida utilis
Candida acidothermophilum
Pachysolen tannophilus
POU BAJPAI & BAJPAI, 1986
Hidrolizado turba Agaricus campestris POU MARTIN, 1983
Candida utilis POU QUIERZY & al., 1979





POU DE MENEZES & al., 1972
Madeira remolacha Aspergillus niger Ácido cítrico CLEMENT, 1952
" " CLARK & LENTZ, 1963, 1971
" " CEJKOVA & al., 1966
" " ROUKAS & ALICHANNIDIS, 1991
Clostridium
saccharoperbutylacetonico
Acetona e butanol AFSCHAR & al., 1990
Klebsiella oxytoca 2-3-butanodiol AFSCHAR & al., 1990
Saccharomyces cerevisiae Etanol WOLNIEWICZ & al., 1990
Melazas cana zucre Aspergillus niger Ácido cítrico CLARK, 1962
" " KHAN & al. 1970
" " SINGH & al., 1981
Melazas cana zucre " " KUNDU & al., 1984
" Glicosa oxidasa RAO & PANDA, 1994
Candida utilis POU LAWFORD & al., 1979
Saccharomyces cerevisiae Etanol PATIL & PATIL, 1990
Melazas de remolacha Penicillium.purpurogenum Glicosa oxidasa NAKAMATSU & al., 1975




POU DELGADO & al., 1975
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Celulasas e xilanasas SHAMALA & SREEKANTIAH, 1987
Palla casava Aspergillus niger Amilasas SANI & al., 1992
Palla trigo Trichoderma reesei
Coriolus versicolor
Endomycopsis fibuliger




LOWE & al., 1987
Pulpa café Aspergillus niger Pectinasa ANTIER & al., 1993
Pulpa mazá Aspergillus niger Ácido cítrico HANG, 1988
Pulpa remolacha zucre Thielavia terrestris POU BAJON & al., 1985
Requeixo soia, OKARA, Bacillus subtilis NB22 Iturin A (antibiótico) OHNO & al., 1996









Celulasas GUPTE & MADAMWAR, 1997
Residuos procesado millo Candida rugosa POU CHAUDRY & al., 1978
Candida tropicalis POU WANG & FIELDS, 1979
Residuos pécticos Saccharomycopsis fibuliger
+ Candida utilis
POU FELLOWS & WORGAN, 1987b
Residuos procesado cebola Saccharomyces cerevissiae POU ABOU-ZEID & al., 1979
Residuos procesado mazá Aspergillus awamori +
Trichoderma reesei
POU FRIEDRICH & al., 1987
Saccharomyces fibuliger +
Candida utilis
POU FELLOWS & WORGAN, 1987a
Residuos quitinosos Mucor rouxii
Phycomyces blakesleeanus
Aspergillus niger
Quitosanos KNORR & KLEIN, 1986
Residuos remolacha Aspergillus niger Ácido cítrico VASSILEV & al.,1996a
Zymomonas mobilis Etanol AMIN, 1992
Sagú Rhizopus oligosporus Pienso reforzado en
proteína
GUMBIRA-SA'ID & al., 1992
Semente alforfón Penicillium roquefortii Aplicación fabricación
queixo
LARROCHE & al., 1992
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Semente mostaza Aspergillus clavatus Detoxificación
(degradación
glicosinolatos)
SMITS & al., 1993
Semente soia Rhizopus oligosporus Polisacaridasas SARRETTE & al., 1992
Soro + permeado soro + tona
leite
Pseudomonas fragi Aromas de froitas RAYMOND & al., 1991
Soro leite desproteinizado Lactobacillus casei
Lactococcus lactis
Ácido láctico ROUKAS & KOTZEKIDOU, 1991
Soro leite Aspergillus niger Ácido cítrico HOSSAIN & al., 1983
Bacillus sp. a -amilasa BAJPAI & al., 1992
Kluyveromyces fragilis POU CASTILLO & SÁNCHEZ, 1978
" " HARJU & al., 1976







Etanol MOULIN & al., 1980
Lactobacillus casei Ácido L-láctico KRISCHKE & al., 1991
Soro vexetal e melazas Aspergillus niger Ácido cítrico CHANDA & al., 1990
Tona laranxa Candida utilis POU LEQUERICA & LAFUENTE, 1980a






POU NICOLINI & al., 1987




Xarope dátiles Aspergillus niger Ácido cítrico AL–OBAIDI & BERRY, 1980
Zucre alcachofa Zymomonas mobilis
Aspergillus ficuum
Etanol ALLAIS & al., 1987




Zucres lignocelulósicos Pichia stipitis Etanol LAPLACE & al., 1992
Zume opuntia Candida utilis POU MUKHOPADHYAY & al., 1979
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Cabe particularizar, polo semellante co compoñente glicídico das
correntes E3 e E5, nos precedentes no tratamento por vía enzimática ou
microbiolóxica dos refugallos de produtos agrícolas de natureza amilácea
(pataca, mandioca, cereais).
Así, desenroláronse diversos procedementos consistentes en
tratamentos enzimáticos con a -amilasa, glicoamilasa ou ámbalas dúas para
a obtención de xaropes glicosados e ulterior conversión en fructosa mediante
glicosa isomerasa (BARKER & SHIRLEY, 1980; BARKER, 1980; AL-TAI & al., 1987).
Aínda que algún destes procedementos é rentábel cando se trata da
transformación de produtos amiláceos de elevada calidade, no caso de
efluíntes pouco puros ou de baixa concentración parece máis conveniente
recurrir a métodos microbiolóxicos con microorganismos amilolíticos.
A produción de proteína de orixe unicelular (POU) é, sen dúbida, a máis
doada de devanditas opcións pero, no caso das leveduras (que, en principio,
son os microorganismos de elección) atópase coa dificultade de que as máis
valoradas dende o ponto de vista alimentario non son amilolíticas.
Precisamente o chamado proceso SYMBA (JARL, 1969) que chegou a
funcionar a escala industrial en Suecia (SKOGMAN, 1976), evita esta
dificultade por medio do recurso dos cultivos mixtos entre unha levedura
amilolítica que proporciona un superávit de zucres redutores e unha non
amilolítica que aliméntase deles, contribuindo ésta de xeito maioritario á
biomasa final.
Este tipo de achegamento é a base doutros tratamentos, tanto para a
produción de POU (DE MENEZES & al., 1972; ADMASSU & al., 1981), etanol (SAHA
& UEDA, 1983), enzimas (SA-CORREIA & VAN-UDEN, 1981), varios destes
obxectivos simultáneamente (WILSON & al., 1982), e mesmo o tratamento dos
efluíntes do procesado do mexilón no que deuse en denominar o proceso IIM.
Os primeiros intentos de tratamento dos EPM, que se centraron na
obtención do residuo sólido por evaporación para obter un produto utilizábel
como condimento, non tiveron éxito debido a sua elevada salinidade. A mesma
sorte correu a idea da recuperación do glicóxeno debido ao pequeno mercado
nacional desta molécula; se ben o proceso non apresenta maiores dificultades,
e mesmo o consumo no noso laboratorio cúbrese deste xeito.
Xa cun plantexamento a grande escala FRAGA (1963) propuxo a
recuperación da taurina e da fracción proteica por precipitación isoeléctrica a
pH=4 con sulfúrico. Lamentábelmente, os escasos rendementos na proteína
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(2,2 g/L) e a interferencia do glicóxeno na precipitación da taurina fan pouco
viábel a proposta.
No devandito traballo de Fraga xa se apunta a métodos
microbiolóxicos para tratar os EPM. Na Universidade de Santiago
desenrolouse un proceso anaerobio, en réximen termófilo e mesófilo, para o
tratamento conxunto das augas de cocción de atún e mexilón (LEMA & al.,
1987; VEIGA, 1989; SOTO & al., 1991). Aínda que a aplicación deste en pranta
piloto acada reducións na DQO do 80% (MENDEZ & al., 1992), o plantexamento
partíu dun ponto de vista meramente depurativo e non se contemplou un
aproveitamento integral das emisións.
2: O proceso IIM
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2: O Proceso IIM.
Tal como ven de sinalarse, partindo do principio de aplicar
procedementos microbiolóxicos que, ao mesmo tempo, permitan a depuración
dos EPM e aumenten o seu valor económico por medio da obtención de
bioprodutos, que se realiza, hai máis dunha década no laboratorio do Instituto
de Investigacións Mariñas, cunha liña de traballo que estabeleceu as bases do
actual Proceso IIM no que se encadra a presente memoria.
Esquemáticamente o proceso IIM comprende duas vías
correspondentes ao desenrolo cronolóxico, unha simple, rápida e
esencialmente depurativa, e outra máis complexa coa que se obteñen
produtos de maior valor engadido.
Na primeira, a partires do sobrenadante da precipitación da fracción
proteica dos EPM (en adiante meio M) tratouse de producir POU ben
mediante cultivos puros de leveduras (GONZÁLEZ & al., 1987) ou microfungos
amilolíticos (MURADO & al., 1989), ben coma mixtos de xeito semellante ao
devandito proceso SYMBA, sendo a entidade amilolítica leveduras (MURADO &
al., 1986; GONZÁLEZ, 1988) ou microfungos (SISO & al., 1988; SISO, 1989; MIRÓN &
al., 1988), e a non amilolítica levedura de alta calidade.
Os resultados obtidos nesta fase permitiron reducir a DQO inicial en
máis dun 90%, producir simultáneamente un produto apto para piensos (con
baixos niveis de ácidos nucleicos) e recuperar a taurina -non utilizábel polos
microorganismos- dos postincubados. Por outra banda, os postincubados dos
microfungos posuían unha elevada actividade amilolítica remanente (MURADO
& al., 1993a; GONZÁLEZ & al., 1992) que posibilitou o plantexamento de
posibilidades máis valorizadoras (MURADO & al., 1993b).
Así, na segunda vía, mediante ultrafiltración (corte a 30 KDa) seguido
de liofilización obtívose un preparado amilolítico pulverulento con
características de actividade e estabilidade comparábeis ás enzimas
comerciais (SIGMA) que, ademáis de ser por se mesmo un produto final do
proceso, permitíu sacarificar o glicóxeno presente en concentrados dializados
de meio M (ultrafiltración-diafiltración a 100 KDa) ata niveis de 100-140 g/L
(meios nM). Obtense, ao cabo, meios ricos en glicosa (meios nM-nH, sendo "n"
o factor de concentración e/ou a porcentaxe de hidrólise desexado), pobres en
sais, cun contido baixo en proteínas e trazas de vitaminas, que constitúen
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sustratos axeitados para cáseque calquera bioprodución de interese
económico.
Figura I.2.1: O proceso IIM.
Os precedentes nos que se basea o sistema así como os primeiros
resultados leváronse ao cabo en cultivo submerxido clásico tanto en
discontinuo coma en discontinuo alimentado.
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A fermentación en estado sólido é unha modalidade de proceso que,
precisamente para o tratamento de residuos, xa ten probada a sua
potencialidade, estando refrendada na actualidade polos proprios resultados
obtidos do deseño.
O cultivo en estado sólido operando con meios concentrados, sobre
escumas de poliuretano embebidas nos efluíntes, permitíu reducir os
requerimentos técnicos, enerxéticos e de capital, e simultáneamente, elevar
os rendementos nas producións de amilasas (TORRADO, 1997) e ácido
xiberélico (PASTRANA, 1991).
Na figura I.2.1 resúmese nun diagrama o conxunto de etapas que,
utilizando ben meios nM ou nM-nH, conforman o Proceso IIM. Neste senso é
preciso indicar que algunhas das bioproducións apresentadas coma a a -
amilasa (TORRADO & al., 1998), o ácido xiberélico (PASTRANA & al., 1993) e o
ácido cítrico (PINTADO & al., 1994) foron resoltas satisfactoriamente a escala
de laboratorio, sendo prometedores os resultados preliminares a escala
pranta piloto. Incluso, obtivéronse resultados superiores empregando meios
nM parcialmente hidrolizados, o que constitúe adicionalmente un recurso
máis barato e rápido.
Pode concluirse que o deseño amosado posúe elevada potencia en
termos de produtos obtíbeis do proceso e de versatilidade polas modalidades
operatorias nas que se pode levar ao cabo.
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3: O cultivo en estado sólido.
Por cultivo microbiano en estado sólido (CES) enténdese aquel que se
desenrola en ausencia de auga libre (CANNEL & MOO-YOUNG, 1980a; LONSANE
& al., 1985, PANDEY, 1992). A sua orixe vincúlase á elaboración de numerosos
produtos fermentados característicos das tradicións alimentarias orientais, e
relaciónase coa necesidade de potenciar o saibo dos alimentos vexetais, dado o
rexeitamento budista á alimentación cárnica.
O proceso koji é, sen dúbida, o procedemento de fermentación en
estado sólido máis importante na China e no Xapón. Consiste na levedaxe de
arroz cocido con Aspergillus oryzae ou Aspergillus soyae para obter un
preparado rico en amilasas e proteasas, do que, nunha segunda levedaxe,
resultan alimentos como o miso e bebidas como o sake. Hoxendía, o
coñecemento dos fundamentos microbiolóxicos e as melloras introducidas no
proceso tradicional do koji, tanto dende o ponto de vista tecnolóxico (novos
deseños de fermentadores) coma operatorio (mellora dos inóculos,
automatización das etapas), serve de base a unha industria de fermentación
que, ademáis de alimentos, produce diversas enzimas, ácidos orgánicos e
metabolitos de elevado valor económico (CANNEL & MOO-YOUNG, 1980a,b).
Na táboa I.3.1 recóllese unha escolma das principais aplicacións
desta modalidade de cultivo.
TÁBOA I.3.1: Aplicacións do cultivo microbiolóxico en estado sólido.
PRODUTO/UTILIDADE SUSTRATO MICROORGANISMO REFERENCIA
a -amilasa Farelo trigo Bacillus licheniformis PADMANABHAN & al., 1992
" " RAMESH & LONSANE, 1990a,b
Ácido cítrico Pulpa mazá Aspergillus niger HANG , 1988
Ácido xiberélico Farelo trigo Gibberella fujikuroi KUMAR & LONSANE, 1986
" " KUMAR & LONSANE, 1987a,b
" " KUMAR & LONSANE, 1990
" " PRAPULLA & al.,1983
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Aflatoxinas Grao arroz, trigo Aspergillus parasiticus
Aspergillus flavus
HESSELTINE, 1972
Arroz Aspergillus flavus HESSELTINE, 1977
Alcaloides Bagazo médula cana de
zucre embebida
Claviceps purpurea TREJO HERNANDEZ & al., 1992













DESGRANGES & DURAND, 1990
Amilasas
proteasas
Grao arroz Aspergillus oryzae JEFFREYS, 1948
" " NARAHARA & al., 1982
Amilasas (takadiastasa) Farelo trigo Eurotum oryzae TAKAMINE, 1898
" Aspergillus oryzae TAKAMINE, 1914
b -galactosidasa Farelo trigo + soro lácteo Kluyveromyces lactis BECERRA & SISO, 1996
b -glicosidasa Pulpa remolacha Aspergillus phoenicis DESCHAMPS & HUET, 1984
Biomasa para alimento animal Estrume Chaetomium cellulolyticum ULMER & al., 1981
Amidón sagú Rhizopus oligosporus GUMBIRA-SA'ID & al., 1992
Celulasas Extracto sorgo Trichoderma ressei y
Aspergillus niger
CASTILLO & al., 1994
Palla trigo Trichoderma reesei VALLANDER & ERIKSSON, 1985













Palla trigo Neocallimastix spp LOWE & al.,1987
Celulasas, deslignificación e
solucións zucradas
Farelo trigo Trichoderma viride TOYAMA, 1976
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Compostaxe Efluíntes industria alcol,




XAVIER & LONSANE., 1994
Caio Farelo trigo Mucor miehei THAKUR & al., 1990
Degradación glicosinolatos Semente de mostaza Aspergillus clavatus SMITS & al., 1993
Deslignificación Madeira Phlebia tremellosa REID, 1989











ABDULLAH & al., 1985
Serraduras castiñeiro Coriolus versicolor SWIFT, 1973
Serraduras piñeiro Gloeophyllum trabeum AGOSIN & al., 1989
Deslignificación, produción
celulasas






Fariña casava Mucor racemosus
Rhizopus oligosporus
Rhizopus stolonifer
BROOK & al., 1969
Esporas produción queixos Semente de alforfón Penicillium roquefortii LARROCHE & al., 1992
Etanol Zucre sorgo Leuconostoc dextranicum
Saccharomyces cerevisiae
BRYAN, 1990
Grao usado destilerías Trichoderma reesei QM9414 SIM & OH, 1990
Remolacha zucre Zymomonas mobilis AMIN, 1992
Sorgo Ensilado HENK & LINDEN, 1996
Glicoamilasa Farelo trigo Aspergillus niger RAMAKRISHNA & al., 1982
Farelo trigo + fariña milla " GHILDYAL & al., 1985
" " PANDEY, 1990
Iturin A (antibiótico) Requeixo soia, OKARA, Bacillus subtilis NB22 OHNO & al., 1996
Farelo trigo Bacillus subtilis OHNO & al., 1992
Invertasa e b -galactosidasa Farelo trigo Aspergillus awamori SILMAN, 1980
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Ocratoxina A Grao trigo Aspergillus ochraceus LINDENFELSER & CIEGLER,1975
Ocratoxinas Grao arroz, trigo, millo Penicillum viridicatum
Aspergillus ochraceus
HESSELTINE, 1972
Pectinasa Pulpa café Aspergillus niger ANTIER & al., 1993
Farelo trigo Aspergillus carbanerius GHILDYAL & al., 1981
Pulpa cítricos Talaromyces flavus
Tubercularia vulgaris
Penicillum charlessi
SIESSERE & SAID, 1989
Pectinasas, celulasas Farelo trigo Aspergillus niger NISHIO & al., 1979
Pigmentos Arroz, pan Monascus purpureus JOHNS & STUART, 1991
Polisacaridasas Semente de soia Rhizopus oligosporus SARRETTE & al., 1992






NICOLINI & al., 1987
Tona laranxa Candida utilis LEQUERICA & LAFUENTE, 1980a
Tona laranxa Aspergillus niger LEQUERICA & LAFUENTE, 1980b
Xilanasas Cáscara arroz e bagazo B. thermoalkalophilus RAJARAM & VARMA, 1990
Zearalenona Grao millo Fusarium moniliforme HESSELTINE, 1972
Por outra banda, o feito de que o CES sexa unha modalidade de proceso
especialmente apta para a conversión de materiais procedentes da
transformación de produtos agrícolas ou gandeiros (farelos, bagazos, palla ou
madeira), xunto coa simplicidade e economía dos reactores, fixo que, despois
do histórico proceso de Takamine (TAKAMINE, 1914), nos países occidentais se
renovara o interés por este tipo de procesos.
Unha escolma das vantaxes e os inconvenientes do CES recóllese na
táboa I.3.2 (HESSELTINE, 1972; CANNEL & MOO-YOUNG, 1980a,b; AIDOO & al.,
1982; STEINKRAUS, 1984; KUMAR & LONSANE, 1989).
Compre facer algunhas consideracións de carácter económico, ligadas
ao aforro enerxético e dos costes de produción (simplicidade de utillaxe) destes
sistemas. Así, non é froito da casualidade que o maior desenrolo desta
modalidade de fermentación nos últimos anos, tivera lugar nos chamados
países do terceiro mundo (salientando a India e México). En efeito, os CES son
especialmente adecuados para nacións con forte dependencia tecnolóxica,
baixo custo da man de obra e forte produción agrícola ou gandeira.
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TÁBOA I.3.2: Vantaxes e inconvenientes do CES
VANTAXES INCONVENIENTES
1: Rendementos iguais ou superiores aos
correspondentes cultivos submerxidos
1: Frecuente necesidade de pretratamento mecánico
(molienda, homexeneización) ou químico (hidrólise,
xelatinización) dos sustratos
2: Baixo risco de contaminación bacteriana por mor da
reducida actividade de auga
2: Dificultade para a determinación do crecemento
microbiano
3: Ambiente similar ao natural dos microorganismos 3: Dificultade para a monitorización e control das
variábeis do proceso
4: Facilidade para a obtención e aplicación do inóculo 4: Dificultade para a axitación dos meios
5: Simplicidade dos meios de cultivo, adoitando un único
sustrato a suministrar tódolos nutrintes
5: Necesidade de inóculos voluminosos
6: Reactores de deseño simple con baixas necesidades
enerxéticas e de fácil escalado
6: Ausencia de deseños de enxeñería para a operación e
construción dos reactores
7: Reducidas necesidades de augas de proceso debido á
maior concentración dos produtos
7: Maiores necesidades de man de obra para a
manipulación dos fermentadores
3.1: Microorganismos empregados nos CES.
As necesidades de actividade de auga, a capacidade de penetración e a
adherencia ao sustrato e a posibilidade de asimilar mesturas de polisacáridos,
son as variábeis que condicionan a selección dun microorganismo para CES.
De acordo con elas, os microfungos son, pola sua estrutura miceliar, a sua
capacidade para crecer en meios con baixa actividade de auga (por baixo de
0,75, inadecuada para bacterias e leveduras) e os seus sistemas
multienzimáticos, os microorganismos máis axeitados a este tipo de cultivo.
Adicionalmente, os microfungos son asimesmo capaces de crecer en
presencia de elevadas concentracións de nutrintes, sendo recomendábel que o
seu metabolismo tenda cara ao crecemento vexetativo e non á esporulación.
Aínda así, en procesos tradicionais como o ensilado, compostaxe de
estrume e obtención de alimentos como queixo ou iogurte, tamén se empregan
bacterias e leveduras (MITCHEL, 1992). Últimamente aparecen con frecuencia
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referencias a novos procesos, tanto con bacterias na produción de enzimas
(RAMESH & LONSANE, 1991; PRABHU & CHANDRASEKARAN, 1995), coma con
leveduras na produción de alcol (HANG & al., 1986), o enriquecemento proteico
de sólidos amiláceos (YANG, 1988), e outros.
A importancia da selección do microorganismo e das condicións de
cultivo axeitadas ponse de manifesto no feito de que dos cultivos de A. niger
poden obterse ata 19 enzimas, mentres a a -amilasa pode obterse polo menos
a partires de 28 cultivos diferentes (PANDEY, 1992).
3.2: Suporte e sustrato.
Aínda na maior parte dos CES o sustrato humedecido adoitando ser
tamén o suporte do cultivo, existen asimesmo procesos onde o suporte é un
material nutricionalmente inerte, que ten como única función fornecer de
ancoraxe aos microorganismos, procedendo o sustrato dunha solución
nutritiva (AURIA & al., 1990).
No primeiro caso, habitual cando se trata de refugallos sólidos de orixe
agrícola, a natureza amilácea ou celulósica xunto coa heteroxeneidade e a
insolubilidade en auga dos materiais, fai que só poidan ser transformados por
microorganismos coas equipas enzimáticas axeitadas. Polo que a estrutura
física do suporte experimenta unha degradación consoante medra o cultivo.
Estes materiais deben submeterse a unha serie de pretratamentos que
inclúen moído, peneirado, eliminación de tecidos non axeitados, cocción,
esterilización, adición de suplementos nutritivos e humectación co fin de
garantir a estructura física e as necesidades metabólicas do microorganismo
(LAKSHMINARAYANA & al., 1975). Aínda así, cando se empregan materiais
lignocelulósicos non fermentábeis por unha soa especie, adóitase recorrer á
hidrólise (química ou enzimática) do suporte, ou a cultivos (mixtos ou
secuenciais) con diferentes microorganismos.
No caso de utilizar suportes nutricionalmente inertes, existe unha
case total liberdade para a formulación do meio de cultivo (tamén é o axente
humectante), polo que a atención debe centrarse nas características do
suporte, podéndose elexir entre unha ampla variedade, na que salientan
materiais inorgánicos como a vermiculita (AIDOO & al., 1982), celita (ANSELMO
& al., 1989), resinas (GUTIERREZ-ROJAS & al., 1995) e escumas de poliuretano
(PINTADO & al., 1994; ZHU & al., 1994; MURADO & al., 1997). As características
físicas do suporte (dureza, porosidade, consistencia, granulometría e forma
das partículas) son as que determinan a dinámica dos procesos de
transferencia de materia (esencialmente difusión de gases e nutrintes) nos
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sistemas en calquera das modalidades. A difusión de nutrintes ten lugar a
nivel intraparticular e, consecuentemente, depende do tamaño do poro das
partículas. Inclúe tanto a difusión de solutos cara ás células, coma a dos
produtos de degradación dos sustratos sólidos polas enzimas (CANNEL & MOO-
YOUNG, 1980b; PANDEY, 1992).
Por todo o dito, as escumas sintéticas son os materiais que oferecen
unha maior potencialidade como suporte, xa que poden fabricarse con
características físicas prácticamente á medida. Vantaxes adicionais son o
seu baixo custo, a posibilidade de reutilización, e a facilidade para a
recuperación dos produtos, a elevada concentración, por simple prensado.
3.3: Degrao de humectación.
O contido inicial de humidade dos sustratos sitúase polo xeral entre o
30 e o 75%. Por baixo destes valores facilítase a esporulación, mentres por
riba, ademáis de aumentar o risco de contaminación bacteriana, provócase a
disminución da porosidade e a formación de micelio aéreo, que conduce á
aparición de limitacións difusionais á transferencia gaseosa (RAMESH &
LONSANE, 1990b).
Ao longo da fermentación é frecuente que a evaporación, as reaccións
de hidrólise e a xeración de auga en reaccións catabólicas, determinen unha
variación (na maioría das veces disminución) importante nos niveis iniciais de
humidade. Por iso adoita precisarse a adición periódica de auga, o que pode
conducir a un aumento da fase líquida total (que pasa a formar parte do
micelio) aínda que non necesariamente da auga dispoñíbel ou accesíbel para a
actividade metabólica (RAIMBAULT & ALAZARD, 1980).
De feito, aínda o nivel de humidade ou a fase líquida sendo unha
variábel operativa, a verdadeira variábel de estado é a actividade de auga do
sistema, xa que determina o crecemento, a esporulación ou a produción de
metabolitos, especialmente os osmoreguladores (HAHN-HAGERDAL, 1986). Tal
influencia é debida ao efeito da actividade de auga sobre da estabilidade, a
actividade e a especificidade das enzimas implicadas no metabolismo, así
como a sua interacción co pH, a temperatura e o pO2 (TROLLER, 1980;
CHIRIFE & al., 1981; HAHN-HAGERDAL & al., 1982; GERVAIS & al., 1988).
Por outra banda, hai que ter en conta que, aínda o valor da actividade
de auga dun sistema vindo dado principalmente pola concentración de solutos,
no CES a solución está embebida na matriz, co que os niveis da variábel vense
tamén afectados pola natureza química (hidrofilia) e pola estrutura física
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(fracción oca, diámetro do poro) do suporte, ou, dito doutro modo, pola forma
na que a auga é retida (absorción, adsorción, capilaridade).
3.4: Aireación.
Esta variábel determina a difusión de gases nos sistemas; é relevante
tanto a nivel intra coma interparticular, e depende de factores que aumentan
a superficie de contacto entre as fases. Así, factores como a fracción oca e a
porosidade (dependentes das características físicas do material), e outros
como o diámetro e a forma da partícula (dependentes do pretratamento do
suporte) son os que determinan o valor da área interfacial.
En xeral aumenta co tamaño de poro e a disminución do diámetro da
partícula. O límite inferior da interfase estímase nun mínimo do 30% da
fracción oca, e o superior no valor do diámetro da partícula que provoque a
compactación do sistema (CANNEL & MOO-YOUNG, 1980b). A aireación
forzada é un recurso útil se a compactación do sistema é elevada. O aire,
humedecido coa fin de evitar evaporación excesiva, contribúe asimesmo á
disipación do calor e o do CO2 producido na fermentación.
3.5: Temperatura.
O incremento da temperatura asociado á activade metabólica afecta
directamente a xerminación das esporas, ao crecemento e a formación dos
produtos. O control da variábel pode facerse ben directamente mediante a
aireación ou a humectación dos reactores, coa instalación de dispositivos de
refrixeración (baños de auga, serpentíns), ou ben utilizando suportes cunha
porosidade elevada, diámetro pequeno de partícula e reducida profundidade do
sustrato. Por último, debe terse en conta que as variacións de temperatura
inducen cambios nos rangos óptimos do valor da actividade de auga, tanto
para o crecemento coma para a produción de metabolitos.
3.6: pH.
É sen dúbida a variábel máis determinante e de máis difícil control no
CES, ao ser prácticamente imposíbel monitorizar e modificar o seu valor no
decurso do proceso como se fai nos cultivos submerxidos. Así, a meirande
parte dos procesos limítanse a fixar un valor inicial cunha solución tampón,
ou ben, se o cultivo precisa de suplementación con N, empregar combinacións
de sais de N que preveñan desviacións acusadas da variábel durante a
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fermentación (PRIOR & al., 1992), evitando no posíbel os sais de amonio, que
provocan descensos acusados do pH (LONSANE & al, 1985).
Xustamente, este último recurso foi utilizado con éxito na produción de
amilasas por Aspergillus oryzae sobre escumas de poliuretano embebidas no
EPM, demostrándose que, empregando meios cun balanzo axeitado de formas
oxidadas e reducidas de nitróxeno, era posíbel manter o valor do pH nos
cultivos, oscilando entre os límites impostos polo ingreso alternante de cada
fonte e polas proprias relacións iniciais (TORRADO & al., 1998).
3.7: Tipos de fermentador para o CES.
O primeiro que compre indicar aquí é a práctica ausencia de deseños
industriais de enxeñería. De feito, a obtención de regras cuantitativas de
deseño e criterios de escalado é unha das liñas de investigación máis intensas
no CES (MITCHEL, 1992). Entre os principais tipos descritos (CANNEL & MOO-
YOUNG, 1980b; LONSANE & al., 1985; MITCHEL, 1992) salientan os de tanque
axitado, leito sólido empacotado ou fluidificado, tambor rotatorio e bandexa.
O máis empregado, mesmo nas prantas industriais, é o de bandexas
(almarios con bandexas perfuradas que se manteñen a humidade constante),
pola sua simplicidade e doada operación. Ten a desvantaxe de permitir só a
operación discontinua. Fronte del, o de leito sólido fluidificado é o de maior
produtividade, pola homoxeneidade do contido e a elevada disipación do calor
metabólico (TANAKA & al., 1986b). Ten un elevado consumo de auga estéril e
electricidade para compensar a forte evaporación e manter a fluideza.
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4: O ácido glicónico.
Como tódolos ácidos aldónicos, o glicónico deriva do correspondente
monosacárido, no que o grupo aldehido do carbono 1 é sustituido por un grupo
carboxilo. É pois, o polihidroxiácido correspondente á glicosa, da que pode
obterse por diversos procedementos. En ausencia de indicación específica, o
nome de ácido glicónico refírese sempre ao isómero da serie D, sendo polo
tanto a sua estrutura:
A seguir describiranse brevemente os principais aspeitos implicados
na produción e na aplicación do ácido glicónico.
4.1: Procesos para a produción de ácido glicónico.
A oxidación do carbono 1 da glicosa para obter ácido glicónico pódese
facer por tres vías: 1) oxidación electrolítica ou con axentes químicos, 2)
tratamento enzimático con glicosa oxidasa, en fase homoxénea ou
heteroxénea, e 3) fermentación de meios glicosados con microorganismos que,
ao mesmo tempo, producen a devandita enzima.
 A produción do ácido glicónico por oxidación química (con axentes
oxidantes suaves como o bromo ou o iodo), así como a mellora (esencialmente
no aforro de reactivos) que supuxo o método electrolítico (BALASUNDARAM &
al., 1950) foron métodos con certo pulo só no primeiro tercio deste século e
abandonados logo polo seu elevado custo enerxético e a grande cantidade de
coprodutos xerados (LOCKWOOD, 1979).
Nos procedementos enzimáticos (CHO & BAILEY, 1977; LINKO & LINKO,
1983; CONSTANTINESCU & al., 1990), que xurdiron nos últimos anos á par da
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tecnoloxía enzimática, axiña chocaron co problema da inactivación da glicosa
oxidasa pola acción da auga oxisenada formada na reacción, fenómeno non
evitábel mesmo coinmovilizando catalasa. Máis interesante resulta o
procedemento proposto por BOURDILLON & al. (1988), no que se consegue
aumentar a estabilidade inmovilizando a GOD na superficie dun electrodo, e
usando para a rexeración electroquímica o par hidroquinona/benzoquinona, en
troques do osíxeno, como aceptor de electróns.
Dende 1880, cando Boutrox descobre a produción microbiana do ácido
(RÖHR & al., 1992), o proceso fermentativo é o máis desenvolvido, sendo na
actualidade o procedemento polo que se obtén, cunha grande variedade de
meios e técnicas de cultivo, a práctica totalidade do glicónico nas suas
diversas modalidades (sal sódico, cálcico ou d -lactona).
No desenrolo histórico da produción microbiana do ácido poden
diferenciarse tres etapas, que por orde cronolóxico son:
1: A comprendida entre principios de século e os anos trinta. A etapa
ven marcada pola actividade da empresa Pfizer que, animada polos éxitos
obtidos a principios de século na produción do ácido cítrico, pulou os traballos
de Currie e Bernhauer para a posta a ponto dun método de produción
industrial do gliconato cálcico, utilizando cultivos submerxidos de A. niger
(BERNHAUER & SCHULHOF, 1932; CURRIE & al., 1933).
2: A etapa de desenrolo e transferencia tecnolóxica, levada ao cabo
entre os anos trinta e corenta polo Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos. Nesta época fixéronse estudios sistemáticos dos efeitos sobre da
produción do ácido da aireación e da axitación (WELLS & al., 1937a), do inóculo e
da composición dos meios (MOYER & al., 1937), da modalidade de proceso
(PORGES & al., 1940; 1941) e do escalado (WELLS & al., 1937b). A búsqueda de
solucións para prever as dificultades asociadas á precipitación do gliconato
cálcico, como o uso do ácido bórico segundo se propuña no traballo de MOYER
(1944), determina a fin do periodo.
3: A última fase, inaugurada por BLOM (1952) e que se prolonga ata
hoxe, caracterízase pola sustitución do carbonato cálcico pola soda como
axente neutralizante no proceso. De feito estes traballos son o fundamento da
actual produción do gliconato sódico.
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4.2: ¿Gliconato cálcico, sódico, glicono- -lactona ou ácido libre?
En función do tipo de microorganismo, da composición do meio, do
axente neutralizante empregado para o mantemento do pH, do protocolo de
extracción e da aplicación de destino, o ácido glicónico pode producirse en catro
presentacións diferentes: como sal cálcico, sódico, glicono- d -lactona ou ácido
libre. A transformación da glicosa a glicónico ven dada polo esquema seguinte:
estando o equilibro final desprazado de maneira prácticamente total, na
maioria dos microrganismos, cara ao ácido glicónico.
Para a obtención da glicono-d -lactona aprovéitase o feito de que a
fermentación bacteriana (e.g. Gluconobacter suboxidans) conduce á formación
da d -lactona, en equilibro co ácido libre en relación 60:40. Unha das suas
aplicacións é, precisamente, a de axente acidulante de cesión lenta en
produtos alimentarios e farmacéuticos.
Os sais sódico e cálcico obtéñense fundamentalmente a partires dos
postincubados de microfungos (A. niger) sendo a de axentes quelantes a sua
principal aplicación.
O proceso de obtención de gliconato cálcico (primeira forma industrial
de obter o produto) ten a vantaxe da sua simplicidade, xa que se emprega
como axente neutralizante o CaCO3, sal moi pouco solúbel que se engade ao
meio dende o inicio da fermentación e que se consume progresivamente
consoante se forma o ácido. O principal inconveniente do proceso é a
imposibilidade de utilizar concentracións de glicosa por riba do 15%, xa que
conduciría a solucións supersaturadas do sal e a aparición de precipitados.
4.3: Microorganismos produtores do ácido glicónico.
A produción do ácido glicónico está descrita en bacterias, leveduras e
fungos. Entre as bacterias destacan os xéneros Acetobacter, Pseudomonas e
Gluconobacter (RÖHR & al., 1992; PÖHLAND & al., 1993), sendo Pseudomonas
oxidans (RAI & CONSTANTINIDES, 1973; GHOSE & MUKHOPADHYAY, 1976),
Gluconobacter oxidans (OOSTERHUIS & al, 1983; 1985; PRONK & al., 1989; MOTTE
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& al., 1990), Gluconobacter suboxidans (SHIRAISHI & al., 1989a,b) e Acetobacter
suboxydans (MIALL, 1978) as especies máis utilizadas. A produción bacteriana
do glicónico ten como limitación o feito de que a oxidación da glicosa sucede
sempre acompañada de reaccións secundarias que renden ácidos
oxoglicónicos (UNDERKOFLER, 1954; SHIRAISHI & al., 1989a; RÖHR, & al., 1992).
Aínda que se citan como bos produtores Penicillium variabile
(VASSILEV & al., 1996b) e P. notatum (PITT & al., 1983), é Aspergillus niger o
microfungo co que se manofactura industrialmente a meirande parte do
glicónico (LOCKWOOD, 1979).
Cabe supoñer (xa que non se atopan argumentos explícitos na
bibliografía diferentes aos xa sinalados) que esta predilección polo proceso
fúnxico, máis alá da aptitude dos microorganismos para a síntese da glicosa
oxidasa, está vencellada por unha banda á capacidade do A. niger para
metabolizar substratos de baixa pureza (a meirande parte deles refugallos
agroalimentarios) e por outra a clasificación da enzima deste microfungo
como GRAS (UHLIG, 1998). De feito estas foron as razóns que levaron a
utilizar nesta memoria tal microorganismo.
4.4: Condicións de cultivo.
 Resulta evidente que, como o resto das bioproducións, a do ácido
glicónico é altamente dependente das condicións de cultivo. Neste caso se se
considera que os microorganismos empregados teñen ademáis capacidade
para producir outras moléculas (ácidos, enzimas), este aspeito reviste
especial importancia. Algúns dos factores culturales que determinan o desvío
metabólico de cara a produción dunha ou outra sustancia e que,
consecuentemente, poden ser empregados como ferramenta para o control do
proceso son: a concentración dos nutrintes no meio, o valor do pH e o xeito de
controlalo, a axitación e a aireación, e a presencia de elementos traza.
Non debe esquecerse, que o tipo de microorganismo (bacteria ou
fungo), a modalidade do proceso (submerxido ou sólido) e a forma de
apresentar o produto (sal cálcico, sódico ou lactona) impoñen condicións
particulares nas condicións de cultivo e, polo tanto, no valor concreto que
adoitan as anteriores variábeis.
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Neste esceario, e tendo en conta o hábito espallado polos eidos
microbiolóxicos de estudiar de forma independente os efeitos das variábeis de
estado, non é extraño atopar con relativa frecuencia na bibliografía
disparidades de criterio. Por elo, aínda que nas seguintes liñas se descreban de
xeito individualizado, o presente desenrolo experimental plantexou
formalizadamente o estudio das variábeis e as suas interaccións.
4.4.1: Temperatura.
 Agás os traballos de CURRIE & al. (1933) e BERNHAUER & SCHULHOF
(1932) que estabelecen respectivamente intervalos de temperatura de 25-
30°C e de 33-47°C, pode afirmarse que, de xeito xeral tanto cando se
empregan bacterias coma fungos, as temperaturas de produción oscilan entre
os 28 e os 30°C.
Chama a atención, contrariamente a como adoita facerse noutros
casos, a práctica ausencia de estudios sistemáticos dos efeitos desta variábel
na síntese do ácido. Así, só podéndose referenciar as experiencias feitas por
GHOSE & MUKHOPADHYAY (1976) e RAI & CONSTANTINIDES (1973) con
Pseudomonas ovalis. Os primeiros estabelecen a seguinte cadea de relacións
para propoñer un valor de 29°C: a síntese do glicónico está vencellada ao
crecemento e ao pH da superficie celular, éste último depende da distribución
de cárregas na célula e do pH do meio que, pola sua banda, ven determinado
pola temperatura. Deste modo, é posíbel atopar un úneco óptimo de
temperatura para o crecemento e a produción do ácido.
Un achegamento diferente ao problema é o que fan os devanditos RAI
& CONSTANTINIDES (1973) ao desenrolar un modelo para o control das
variábeis de estado do sistema (entre as que se atopa a produción do ácido)
por medio do emprego do pH e a temperatura como variábeis de control.
Aínda que en senso estricto o que atopan é un perfil óptimo de temperatura ao
longo do curso do cultivo, o estreito rango no que se move a variábel, fai que
sexa posíbel tomar como óptimo un valor medio de 34,2°C.
4.4.2: pH.
 Xunto coa composición do meio e o binomio axitación-aireación, son o
pH e a sua forma de control, sen dúbida, variábeis determinantes na
produción do glicónico. E sonno por varios motivos: a existencia dun óptimo de
pH para a acción da enzima glicosa oxidasa, o desvío do metabolismo dos
microorganismos produtores hacia a formación do ácido cítrico, que se verifica
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cando o pH do meio descende por baixo de 3, e, finalmente, a influencia do pH
da solución sobre do equilibrio entre a lactona, o ácido libre e o sal.
Maila do seu vínculo, o pH óptimo para o crecemento é lixeiramente
máis alto que para a produción (MIURA & al., 1970). De tódolos xeitos, e
independente da especie e o meio de cultivo, o pH inicial axústase nun valor
dentro do intervalo 5,5-6,5. Agás o traballo de RAI & CONSTANTINIDES (1973)
que propoñen o uso dun perfil de pH ao longo do cultivo, o resto dos autores
manteñen o valor inicial ata o fin do proceso por adición dun axente
neutralizante.
O CaCO3 é moi pouco solúbel en auga, movilizándose a medida que ten
que neutralizar cantidades crecentes do ácido. Isto apresenta unha vantaxe
importante no proceso xa que, en función da glicosa presente, pódese estimar
o glicónico que se vai producir, e a cantidade estequiométrica de carbonato
necesaria para neutralizalo e manter o pH, polo que, sinxelamente, pódese
engadir  dunha soa vez ao arrincar o cultivo.
Por contra nunha escolma de desventaxas hai que incluir o efeito
abrasivo do carbonato sobre do microorganismo, un posíbel efeito adverso
sobre da actividade da glicosa oxidasa é o baixo produto de solubilidade do
gliconato cálcico que, aínda adicionando boratos para prever a sua
precipitación (MOYER, 1944), imposibilita a transformación de xaropes de
concentracións superiores ao 15%. Un xeito apuntado por GASTROCK & al.
(1938) de incrementar a solubilidade do gliconato cálcico é mediante a
presencia do ácido libre na solución, o que se consigue adicionando unha
cantidade de carbonato inferior á teóricamente necesaria. O problema de tal
achegamento é a acidificación que se produce ao final do cultivo e,
consecuentemente, a inactivación da glicosa oxidasa. Outro efeito adverso do
CaCO3 sobre da produción é consecuencia das impurezas de Mg e S que
adoitan acompañalo (MOYER, 1944).
O uso da soda coma axente neutralizante conduce á obtención de
gliconato sódico (sal moito máis solúbel que o cálcico) obvia os inconvenientes
anteriores, pero impón a necesidade de dotar aos fermentadores de bombas
para a adición continua ao longo da fermentación.
Por último, tamén está descrita a produción do glicónico para pH
inferior a 2,5 (HEINRICH & REHM, 1982). A explicación deste insólito feito
atópase na diferencia entre os valores de pH intra e extracelular, e na
acumulación de gliconolactona en ambientes ácidos.
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4.4.3: Aireación-axitación.
O intenso metabolismo aerobio dos microorganismos produtores e o
feito de que o osíxeno sexa un sustrato na reacción de síntese fan que esta
bioprodución requira elevadas tasas de osíxeno disolto.
Este obxectivo pode acadarse mediante a manipulación de tres
variábeis interrelacionadas: fluxo de aire, axitación e presión de traballo no
fermentador. As duas primeiras son as máis empregadas, por seren as de
máis sinxela implementación nos fermentadores.
De feito, cando se trata de procesos que empregan microfungos, que
xeran nos meios de cultivo elevadas viscosidades, é habitual que a axitación
proporcione mellores resultados ao incrementar a velocidade de transferencia
de osíxeno e facilitar a eliminación do CO2 producido, inhibidor da actividade da
glicosa oxidasa (GASTROCK & al., 1938; DRONAWAT & al., 1995).
O recurso de traballar a presións de aire considerábelmente
superiores á atmosférica (acadanse ata 2,5 atmósferas) foi empregado con
bos resultados en grandes fermentadores (MAY & al., 1934; WELLS & al., 1937b)
e, adicionalmente, ten como vantaxes contribuir a prevenir a contaminación e
evitar a cizalla do micelio como consecuencia das axitacións elevadas.
Outra posibilidade é suministrar osíxeno puro nos fermentadores.
Aínda que tal alternativa é evidentemente ineconómica por si mesma, pode
ter sentido ao permitir traballar a concentracións de glicosa moi superiores as
que, en condicións normais, causan inhibición sobre da produción, acadándose
maiores niveis de produto (MORESI & al., 1991). Similares resultados acádanse
empregando micelio de A. niger inmovilizado (SAKURAI & al., 1989).
Unha alternativa máis imaxinativa é a proposta por ROSENBERG & al.
(1992a) que se aproveita do feito da coprodución da enzima catalasa por A.
niger, e consegue o suministro do osíxeno por adición de auga osixenada aos
cultivos. Deste xeito, aínda que se produce unha inactivación parcial das
enzimas catalasa e glicosaoxidasa, o resultado é un considerábel aumento na
produción do ácido.
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4.5: Meios de cultivo.
Na táboa I.4.1 recóllense diversos meios de cultivos empregados na
produción do ácido glicónico, considérase a produción da enzima glicosa
oxidasa como un subproduto da de ácido glicónico (LAKSMINARAYANA, 1972)
sepáranse segundo da finalidade do traballo do autor. A obtención
maioritariamente segue sendo a partires da glicosa, só en poucos casos
emprégase outra fonte de carbono e constátase o predominio de fontes
reducidas de nitróxeno. Indícase na táboa se se engade CaCO3 ao principio do
cultivo, o pH inicial e o seu axuste.








Aspergillus niger Glicosa - - 5,0 NaOH MOKSIA & al., 1996
amonio si KUNDU & DAS, 1985
“ si KUNDU & DAS, 1982a
“ si KUNDU & DAS, 1982b
“ si 3,5 RÖHR & al., 1992
“ si 4,5 KACZMAROWICZ & al., 1988
“ si 5,5 WELLS & al., 1937a
“ si 6,2 VITCHEVA & TSEKOVA, 1992
“ - 6,5
Na2CO3
MIURA & al., 1970
amonio + extracto millo - 6,0 NaOH TAKAMATSU & al., 1981
extracto millo (EM) - 6,5
Na2CO3
TRAEGER & al., 1991
amonio + urea - 5,5 NaOH DRONAWAT & al., 1995
“ - 6,5 NaOH LINKO, 1981
amonio + urea + EM si 4,4 CaCO3 SHAH & KOTHARI, 1991
“ 5,8 NaOH DENTCHEV & al., 1996
“ - 6,3 RÖHR & al. 1992
“ - 6,3 NaOH BLOM & al., 1952
Aspergillus niger Glicosa “ - 6,5 NaOH
ou CaCO3
LOCKWOOD, 1979
“ - 6,6 NaOH ZIFFER & al., 1971
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peptona + EL - 6,0 NaOH SAKURAI & al., 1989
“ - 6,0 NaOH LEE & al., 1987
nitrato amónico - 4,0 HEINRICH & REHM, 1982
“ 5,0 MORESI & al., 1993
nitrato cálcico - 4,0 NaOH NOVAK & FENCL, 1973
Sacarosa amonio + nitrato Ca - 5,0 NaOH GOMA & al., 1989
nitrato cálcico - 6,0 NaOH QUIRASCO-BARUCH & al., 1993
Amidón hidrol. amonio si KUNDU & DAS, 1982a
“ - 5,5 NaOH
ou CaCO3
WALISCH & al., 1991
“ - 6,0 NaOH
ou CaCO3
VASSILEV & al., 1993
Mosto de uva amonio si 6,3 BUZZINI & al., 1993a
Melazas amonio si KUNDU & DAS, 1982a
Gluconobacter oxydans Soro de leite
hidrolizado
extracto levedura (EL) - 5,0 Amonia VAN HUYNH & al., 1986
- 6,0 EL-SAYED & al., 1996
Mosto de uva amonio si 6,3 BUZZINI & al., 1993b
Aspergillus carneus Glicosa peptona si 6,0 NaOH ELNAGHY & ELKTATNY, 1981
P. amagasakiense sacarosa nitrato cálcico - 5,5 CLEMENTE & KARMALI, 1995
Penicillium variabile Glicosa peptona+nitrato sódico si PETRUCCIOLI & al., 1994
peptona+nitrato sódico si 5,9 NaOH VASSILEV & al., 1996b
P. chrysogenum Glicosa nitrato sódico si MAY & al., 1934
Penicillium notatum Glicosa/sacarosa nitrato sódico - PITT & al., 1983
Botritys cinerea Glicosa nitrato sódico - 3,5 DONÉCHE, 1989
4.6: Principais aplicacións do ácido glicónico.
A dirección que leva a industria da fermentación vai cara a obtención
de enzimas e produtos cada vez máis especializados, con poucos cambios nos
produtos de uso máis xeral. O ácido glicónico é un dos produtos xerais líderes
no mercado, sen moita variación na cantidade producida dende o ano 1942,
sendo no ano 1986 de 50.000 Tm/ano (HINMAN, 1994). Segundo YAMADA (1977)
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empréganse arredor de 3.000 Tm/ano de gliconolactona en Xapón para
coagular a proteína da soia na fabricación de Tof’u.
Ata o de agora nengún proceso desenrolado para obter glicosa,
empregando como sustrato materiais residuais distintos ao amidón é
competitivo fronte ao emprego deste (HINMAN, 1994).
A estimación  sobre do mercado mundial de glicónico no ano 1981 era
de 35 millóns de $ USA (ROGERS & CHUN, 1987), e se tomamos como referente
os dados das importacións de gliconato sódico por Australia obsérvase a
estabilidade do mercado, como xa se indicara.
ano Kg valor $/kg
1974/75 697.000 470.000 0,67
1985/86 616.500 537.000 0,87
Na táboa I.4.2 móstranse as principais aplicacións do ácido glicónico
así como os dos seus sais e da gliconolactona, obsérvase o seu uso tanto en
metalurxia e cementeiras como en ambientes hospitalarios (RAI &
CONSTANTINIDES, 1973; CRUEGER & CRUEGER, 1990).
TÁBOA I.4.2 Aplicacións do ácido glicónico e derivados na industria
Prantas embotelladoras Limpeza alcalina de botellas
Cementeiras Planificación e retardo do fraguado
Metalurxia Limpeza de metais
Industria da pel Acidulante suave no tinxido
Industria textil Catalizador ácido
Prever a deposición de ferro
Industria alimentaria Limpeza de latas de aluminio, e outros equipos
A gliconolactona como acidulante lento en leveduras en pó e en
salsas para carne
Coagulación de proteína de soia na fabricación de tof’u
Engádese a produtos preparados para evitar a rancidez
c
Industria farmacéutica Tratamento das deficiencias en calcio.
Empregáse o sal de Fe, Mg e metais alcalinos nas suas terapias
específicas.
En antibióticos para incrementar o seu contido na sangue
Industria láctea Prever precipitacións
Alimentación animal Ingreso de Ca para galiñas
Tratamento de augas Prever a precipitación de Ca e Mg en augas duras naturais
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5: A Glicosa oxidasa.
A glicosa oxidasa ten como nome sistemático: b -D-glicosa: osíxeno 1-
oxidorredutasa (EC 1.1.3.4) e foi descoberta en 1928 por Müller en cultivos de
Aspergillus niger (BARKER & SHIRLEY, 1980). Durante anos non se soubo que
esta enzima era a mesma molécula que un antibiótico procedente de cultivos
de Penicillum notatum chamado notatina ou penicilina B. A confusión foi
debida a acción antimicrobiana da auga osixenada liberada na reacción
(KEILIN & HARTREE, 1948) .
Aínda que en función da sua orixe existen lixeiras variacións, pode
afirmarse que estructuralmente é unha glicoproteína cun contido en
carbohidratos do 16% (fundamentalmente manosa, galactosa e N-acetil
glicosamina) e dous FAD por molécula como cofactores. No estado nativo a de
A. niger é un dímero de 160 KDa de peso molecular (TSUGE & al., 1975) -os
valores dados por diversos autores oscilan entre 150 e 192 KDa- (SCOTT,
1975a) que por redución dos enlaces disulfuro con b -mercaptoetanol ou SDS
rende dous monómeros de 80 KDa. Por contra a enzima de P. amagasakiense é
un tetrámero con cadeas polipeptídicas de 45 KDa (YOSHIMURA & ISEMURA,
1971). Cada un dos monómeros ten duas zonas diferenciadas, cunha enlaza
non covalente, pero si fortemente, o FAD e coa outra enlaza ao sustrato b -D-
glicosa. A primeria zona contén principalmente follas b  e a segunda 4 hélices a
sostendo follas b  antiparalelas.
O que denominamos glicosa oxidasa non é unha úneca enzima, senon
que está constituída por varias isoenzimas, a de Aspergillus apresenta 5 ou 6
isoenzimas con pI entre 3,9 e 4,3 (KALISZ & al., 1990; HAYASHI & NAKAMURA,
1981), e a diferencia entre elas débese máis á metade glicídica que a proteica
(KALISZ & al., 1991).
A actividade da enzima é máxima para valores de pH cercanos a 5, e
ten unha vida media que pode prolongarse dende os 11 días a 30°C ata os 6
meses a 3°C (BARKER & SHIRLEY, 1980). A estabilidade da enzima pode
incrementarse mediante a adición de preparados de EDTA para inactivación
dos ións metálicos. Comercialmente, os preparados conteñen trazas doutras
actividades enzimáticas como gliconolactonasa, catalasa e glicoamilasa.
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Así, é claro que a enzima de Aspergillus e a de Penicillum son
diferentes, aínda que teñen unha relación moi cercana. De feito, mediante
técnicas de dicroismo circular púxose de manifesto que teñen conformacións
idénticas e difiren nos parámetros catalíticos, de inactivación térmica e de
reacción inmunolóxica (HAYASHI & NAKAMURA, 1976) .
É evidente que, ao tratarse da enzima que transforma a glicosa en
ácido glicónico, moitos dos aspeitos relacionados con ela foron xa tratados no
capítulo precedente. Seguidamente analizarase de xeito específico o máis
sobresaínte da sua produción, mecanismo de acción e aplicacións.
5.1: Fontes de glicosa oxidasa.
Ao marxe de fontes pouco convencionais, como os insectos, o mel, e
algunha alga (Iridophycus flaccidum), a enzima obtense fundamentalmente
de cultivos microbianos de fungos tal e como se recolle na táboa I.5.1.
Nesa táboa, ao igual que para o ácido glicónico, recóllense diversos
meios de cultivos empregados na bibliografía na produción de glicosa oxidasa,
e sepáranse segundo a finalidade do traballo do autor. A obtención é
maioritariamente a partires de glicosa, e, ao contrario que na produción de
glicónico, existe un predominio de fontes oxidadas de nitróxeno.
Así, ademáis dalgunha pintoresca contribución con microfungos
Antárticos (FENICE & al., 1997), a produción está descrita en especies como
Talaromyces flavus (KIM & al., 1988; 1990), Alternaria alternata (CARIDIS & al.,
1991), Botrytis cinerea (DONÉCHE, 1989), e tamén en microfungos lignolíticos
como Phanerochaete chrysosporium (KELLEY & REDDY, 1986).
Unha fonte común de glicosa oxidasa é o xénero Penicillium onde a
enzima atópase amplamente distribuida nun bon número de especies
(PETRUCCIOLI & al., 1993a,b), como P. glaucum (MÜLLER, 1936), P.
purpurogenum (NAKAMATSU & al., 1975), P. variabile (PETRUCCIOLI &
FEDERICI, 1993; PETRUCCIOLI & al., 1995a,b), P. notatum (COULTHARD & al.,
1945; PITT & al., 1983); éstas amosan diferentes patróns de comportamento
nas necesidades metabólicas para a sua produción, na actividade, na
inhibición e na produción simultánea de enzimas como a catalasa, a
peroxidasa ou a polifenol oxidasa.
Das anteriores, unha cepa estudiada polos elevados títulos de GOD e
catalasa obtidos é P. variabile P16 (PETRUCCIOLI & FEDERICI, 1993;
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PETRUCCIOLI & al., 1995a,b), esta alta actividade maniféstase cando se
adicionan ións ferrosos e o pH do cultivo mantense con carbonato cálcico.
Con todo, a especie á que se lle prestou máis atención e a máis
utilizada na produción industrial, de enzima de degrao comercial, é Aspergillus
niger, tanto con cepas silvestres coma con mutantes (SCOTT, 1975a;
FIEDUREK & al., 1986; ROGALSKI & al., 1988; CRUEGER & CRUEGER, 1990; SHARIF
& ALAEDDINOGLU, 1992; HATZNIKOLAOU & MACRIS, 1995). Isto débese a varios
motivos, en primeiro lugar, trátase dun microfungo aceptado como seguro
(pola FAO e a FDA, a FAO catalógao como “Microorganismo usado
tradicionalmente na produción de alimentos”) e, consecuentemente, os seus
produtos poden ser empregados en aplicacións humanas (alimentación,
mediciña). En segundo lugar é unha especie ben coñecida pola sua capacidade
para acumular, e mesmo sobreproducir varios ácidos orgánicos, como cítrico,
oxálico e o proprio glicónico, e enzimas, como a glicoamilasa (PANDEY, 1992).
Así como existe unha total unanimidade en que a enzima producida
pola especie Penicillium é extracelular, hai unha grande controversia sobre se
a enzima producida por A. niger é extracelular ou intracelular, algúns autores
afirman que a GOD é intracelular (ZETELAKI, 1970; SCOTT, 1975a; van DIJKEN
& VEENHUIS, 1980; ISHIMORI & al., 1982; MARKWELL & al., 1989; FEDERICI & al.,
1996), e outros extracelular (ROGALSKI & al., 1988; HELLMUTH & al., 1995;
WITTEVEEN & al., 1992). Algúns autores atopan tanto intracelularmente coma
no meio de cultivo, e independentemente da lise celular, (FIEDUREK & ILZUCK,
1992; HATZINIKOLAU & MACRIS, 1995; MISCHAK & al., 1995; PLUSCHKELL & al.,
1996; FIEDUREK, 1998). WITTEVEEN & al., (1992) localizan a enzima na parede
celular.
5.2: Produción da glicosa oxidasa.
Como xa foi apuntado ao estaren directamente vencelladas a
produción microbiolóxica da enzima coa do ácido glicónico, moitos dos aspeitos
que deberían recollerse neste apartado xa foron tratados noutros anteriores.
De tódolos xeitos, aínda quedan algúns extremos que serán discutidos
deseguido.
O primeiro é o papel da aireación e a axitación na produción da
enzima. Co incremento da velocidade de axitación, e polo tanto a de osíxeno
disolto, corresponde un aumento da produción da glicosa oxidasa e,
simultáneamente, da tasa respiratoria e da velocidade de crecemento
(ZETELAKI & VAS, 1968; ZETELAKI, 1970). Tales resultados poñen de manifesto
que cinéticamente a produción da glicosa oxidasa corresponde á dun
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metabolito primario. Mais recentemente, PETRUCCIOLI & al. (1995a) chegaron
a conclusións semellantes, aínda que no seu sistema axitacións por riba de
400 rpm disminuían a produción.
Con respeito a composición do meio de cultivo, a glicosa constitúe a
principal fonte de carbono empregada, independentemente da especie
utilizada, aínda que tamén está descrita a utilización de sacarosa
(HATZINIKOLAOU & MACRIS, 1995), melazas (PASKOVA & MUNK, 1963), amidón
(FIEDUREK, 1991) e hidrolizados de amidón (ROGALSKI & al., 1996).
A concentración inicial de zucres no meio de cultivo varía
enormemente segundo dos autores. Con todo, a maioría estiman como
axeitados niveis entre o 3,5 e o 6% (MUNK & al., 1963), aínda que os mellores
resultados foron obtidos por ROGALSKI & al. (1988) nun meio sintético cun 8%
de glicosa.
En relación con outros compoñentes do meio, revisten especial
importancia algúns sais como os cloruros e gliconatos metálicos, que a baixa
concentración aumentan a actividade da enzima mentres que a alta
inhíbena. Tamén o carbonato cálcico xoga un importante papel polo mesmo
motivo que o sinalado na produción do ácido glicónico (PETRUCCIOLI &
FEDERICI, 1993), así, concentracións do 3,5%, nun meio con sulfato amónico
como fonte de nitróxeno, fan posíbel o mantemento do pH en valores cercanos
a 5,6, que resultan óptimos para a produción (ROGALSKI & al., 1988).
Precisamente, a natureza da fonte de nitróxeno determina
importantes diferencias nos niveis de produción que, como o caso descrito por
GROMADA & FIEDUREK (1996) poden chegar a supoñer incrementos de máis do
260%, tan só con sustituir o fosfato amónico por nitrato sódico e na ausencia
de ións magnesio. Tales resultados contrastan parcialmente cos descritos por
PETRUCCIOLI & FEDERICI (1993) que nun meio similar atopan un efeito
estimulante deste ión.
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CACO3 pH (axuste) REFERENCIA
A. niger Glicosa peptona si 7,2 FIEDUREK & al.,1986
peptona si 7,2 FIEDUREK & al.,1991
peptona+ nitrato sódico si GROMADA & FIEDUREK, 1997
aminas - 5,6 NaOH VAN DIJKEN & VEENHUIS, 1980
urea + nitrato amónico +
EM
- 6,0 NaOH LI & CHEN, 1994
nitrato cálcico - 4 MUNK & al.,1963
“ si 6,2 GROMADA & FIEDUREK, 1996
nitrato sódico + EL - 5,5 NaOH WITTEVEEN & al., 1990
“ - 6,0 HELLMUTH & al., 1995
“ si 7,0 SHARIF & ALAEDDINOGLU, 1992
Glicosa+glicerina nitrato sódico - MARKWELL & al., 1989
Sacarosa amonio + nitrato cálcico - 6,0 NaOH ROSENBERG & al., 1992b
peptona - 3,0 MISCHAK & al., 1985
peptona + nitrato cálcico - 5,1 PASKOVA & MUNK, 1963
“ si 5,6 GROMADA & FIEDUREK, 1996
nitrato amónico - 6,5 FRANKE & al.,1963
nitrato cálcico - 5,1 MÜLLER, 1936
“ si 5,8 ROGALSKI & al.,1988
“ - 6,0 NaOH QUIRASCO-BARUCH & al., 1993
nitrato sódico - 4,5 NaOH DÖPPNER & HARTMEIER, 1984
“ - 6,0 BARKER & SHIRLEY, 1980
“ - 6,5 FRANKE & al.,1963
“ - 7,5 ISHIMORI & al.,1982
nitrato cálcico + EM - 4,5 ZETELAKI & VAS, 1968
“ - 4,5 ZETELAKI, 1970
Amidón peptona si 7,2 FIEDUREK, 1991
nitrato amónico+ EM - 6,0 NaOH LAKSMINARAYANA, 1972
Melazas amonio si 6,6-6,9 HATZINIKOLAOU & MACRIS, 1995
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Fructosa nitrato sódico + EL - 5,5 NaOH WITTEVEEN & al., 1990
Acetato sódico nitrato sódico + EL - 5,5 NaOH WITTEVEEN & al., 1990
P. variabile Glicosa peptona+nitrato sódico si PETRUCCIOLI & FEDERICI, 1993
“ “ si 6,0 PETRUCCIOLI & al., 1995a
“ “ si 6,0 KOH FEDERICI & al.,1996
P.n otatum Glicosa nitrato sódico 6,5 COULTHARD & al., 1945
Glicosa/sacarosa nitrato sódico - PITT & al., 1983
P. purpurugenum Melazas nitrato sódico 6,0 NAKAMATSU & al., 1975
A. alternata Glicosa EM - 7,9 CARIDIS & al., 1991
T. flavus Glicosa nitrato sódico+ EM KIM & al., 1988
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5.3: Mecanismo de acción e especificidade.
A glicosa oxidasa cataliza a oxidación da b -D-glicosa a d -D-
gliconolactona que sufre rápidamente hidrólise para render o ácido D-glicónico,
aínda que no balanzo global (figura I.5.1) da reacción obtense por cada
molécula de glicosa e media de osíxeno unha de ácido glicónico :
Figura I.5.1: Oxidación da glicosa a ácido glicónico
Figura I.5.2: Conversión enzimática da glicosa en glicónico: en negro indícanse as reaccións redox, en gris as
transformacións adicionais polas enzimas catalasa e lactonasa
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O certo é que subxacen tres reaccións redox acopladas, as cais
permiten a transferencia dos electróns dende o sustrato ao osíxeno que actúa
como aceptor final. Un esquema simplificado delas amósase na figura I.5.2.
En A. niger participan no proceso duas enzimas adicionais. Por unha
banda a reoxidación do FADH2 conséguese mediante a descomposición da
auga osixenada formada pola catalasa, previndo así a acumulación deste
potente axente oxidante que resulta tóxico para o microorganismo. Pola outra
interven unha lactonasa que cataliza a hidrólise do enlace éster da d -D-
gliconolactona, esta hidrólise ocorre tamén de forma espontánea.
Mais polo miudo, o mecanismo de reacción implica a formación do
complexo enzima-sustrato, no que a glicosa se atopa en conformación de
cadeira cos grupos hidroxilos das posicións 1 e 3 orientados ecuatorialmente
(PAZUR & KLEPPE, 1964). Seguindo o esquema da figura I.5.3, neste complexo a
enzima atópase na sua forma oxidada (E-FAD) posteriormente descomponse
-no que constitúe a etapa limitante da reacción- para formar o produto e a
enzima na forma reducida (E-FADH2). A rexeneración da enzima conséguese
mediante a oxidación co osíxeno, e fórmase auga osixenada (NAKAMURA &
OGURA, 1962, 1968a; GIBSON & al., 1964; WEIBEL & BRIGHT, 1971; PARKER &
SCHWARTZ, 1987).
Figura I.5.3: Esquema cinético xeral
Finalmente, cabe sinalar que, ademáis do seu sustrato natural, a
glicosa oxidasa é capaz de oxidar outros zucres como xilosa, manosa e
galactosa (ADAMS & al., 1960), e tamén derivados como D-aldohexosas,
monodeoxi D-glicosas e O-metil D-glicosa a diferentes velocidades (BARKER &
SHIRLEY, 1980; SCOTT, 1975a; PAZUR & KLEPPE, 1964; RABA & MOTTOLA, 1995). 
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Na táboa I.5.2, indícanse as velocidades relativas de diversos
compostos, obtidos a partir de transformacións da glicosa, tómase como
velocidade 100 a referida a b -D-glicosa, apreséntanse dados de SCOTT (1975a) e
PAZUR & KLEPPE (1964) indicados como (1) e (2) respectivamente.
TÁBOA I.5.2: Especificidade polo sustrato da glicosa oxidasa
Posición Composto Cambios Velocidade relativa
(1) (2 )
1 b -D-glicosa 100,0 100,0
a -D-glicosa Configuración do OH 0,64
1,5 Anhidro-D-glucitol Reemplazo do OH por H 0 0
2 D-manosa Configuración do OH 0,98 1,0
2-Deoxi-D-glicosa Reemplazo do OH por H 3,3 20,0
2-O-Metil-D-glicosa Reemplazo do H por metilo no OH 0
3 D-allosa Configuración do OH 0,02
3-Deoxi-D-glicosa Reemplazo do OH por H 1,0 1,0
3-O-Metil-D-glicosa Reemplazo do H por metilo no OH 0,02
4 D-Galactosa Configuración do OH 0,4 0,5
4-Deoxi-D-glicosa Reemplazo do OH por H 2,0 2,0
4-O-Metil-D-glicosa Reemplazo do H por metilo no OH 15,0
5 5-Deoxi-D-glicosa Reemplazo do OH por H
(non se forma o anel piranosa)
0 0,05
L-Glicosa Configuración do C 0 0
6 6-Deoxi-D-glicosa Reemplazo do OH por H 10,0 10,0
6-O-Metil-D-glicosa Reemplazo do H por metilo no OH 1,0
Xilosa Reemplazo do C por H 0,98 0,98
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5.4: Cinética e inhibición.
Na táboa I.5.3 recóllense os valores do parámetro cinético
michaeliano Km da glicosa oxidasa de diversas orixes e sobre diferentes
sustratos e condicións de operación.
TÁBOA I.5.3: Valores de Km da glicosa oxidasa
SUSTRATO ORIXE Km(mM) REFERENCIA
2-Deoxi-D-Glicosa A. niger 25,0 BRIGHT & GIBSON, 1967
40,0 GIBSON & al., 1964
54,0 NAKAMURA & OGURA, 1968a
P. notatum 28,6 BRIGHT & APPLEBY, 1969
Glicosa 9,2 WEETALL & HERSH, 1970
A. niger 11,0 SCOTT, 1975a
12,2 WOLOWACZ & al., 1992
14,5 WITTEVEEN & al., 1993
15,4 BOUIN & al., 1977
20,0 KUZUHARA & al., 1987
22,0 MÜLLER, 1986
23,3 PIETERS & BARDELETTI, 1992
25,2 DEMURA & ASAKURA, 1989
30.0 HAYASHI & NAKAMURA, 1976
30,0 CRUEGER & CRUEGER, 1990
30,0 KALISZ & al., 1991
33,0 SWOBODA & MASSEY, 1965
33,0 KRESSE, 1990
37,0 TAKEGAWA & al., 1989
41,8 BOHMHAMMEL & al., 1993
46,0 MÜLLER, 1986
64,0 NAKAMURA & OGURA, 1968a
70,0 Van STROE-BIEZEN & al., 1996
72,0 BOURDILLON & al., 1985
100,0 MIURA & al., 1970
110,0 BRIGHT & GIBSON, 1967
110,0 GIBSON & al., 1964
192,3 BARKER & SHIRLEY, 1980
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A. nidulans 16,0 WITTEVEEN & al., 1993
A. tubigensis 12,8 WITTEVEEN & al., 1993
P. amagasakiense 5,1 CLEMENTE & KARMALI, 1995
11,0 HAYASHI & NAKAMURA, 1976
11,0 CRUEGER & CRUEGER, 1990
11,5 SCOTT, 1975a
15,0 SWOBODA & MASSEY, 1965
P. notatum 4,2 KEILIN & HARTREE, 1948
9,6 SWOBODA & MASSEY, 1965
9,6 SCOTT, 1975a
Osíxeno A. niger 0,2 KRESSE, 1990
0,28 VENUGOPAL & SAVILLE, 1993
0,41 WITTEVEEN & al., 1993
0,48 GIBSON & al., 1964
0,59 BOURDILLON & al., 1985
0,8 Van STROE-BIEZEN & al., 1996
0,8 BRIGHT & GIBSON, 1967
0,8 Van STROE-BIEZEN & al., 1994
A. nidulans 0,38 WITTEVEEN & al., 1993
A. tubigensis 0,45 WITTEVEEN & al., 1993
Aínda que na sua revisión BARKER & SHIRLEY (1980) indican que a
cinética da enzima apresenta un comportamento Michaeliano, o certo é que
se atopa referenciado, se ben con conclusións certamente dispares, que os
sustratos (glicosa e osíxeno), os produtos da reacción (a glicono- d -lactona, o
proprio ácido glicónico e a auga osixenada), e a presencia doutras enzimas no
meio da reacción (catalasa ou peroxidasa) determinan a aparición de
fenómenos de inhibición e de inactivación.
Así, entre os primeiros está descrita a inhibición competitiva por
produto da gliconolactona que se une ao centro activo da enzima por mor da
sua semellanza estructural co sustrato (NAKAMURA & OGURA, 1962). Un
resultado equivalente obtense empregando un análogo do sustrato, o glucal
(diferénciase no dobre enlace entre os carbonos 1 e 2) (ROGERS & BRANDT,
1971a).
VELIZAROV & BESCHKOV (1998) indican a inhibición por sustrato, se ben
ésta non resulta diferenciábel dos efeitos das limitacións difusionais xeradas
pola viscosidade tanto da glicosa coma do glicónico (TSE & al., 1987).
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Neste senso, no caso da enzima inmovilizada, a discriminación e
evaluación das limitacións á transferencia de masa de sustratos e produtos,
permite a estimación correcta dos parámetros cinéticos intrínsecos, o cal  non
era posíbel polas desviacións da linearidade, a partires da transformación de
Lineweaver-Burk dos dados crús (TSE & al., 1987).
O fenómeno da inactivación da enzima pola auga osixenada formada
na reacción foi descrito por primeira vez nun traballo de KLEPPE (1966) no que
concluía que a forma reducida da enzima era moito máis sensíbel e
inactivábase 100 veces máis rápida que a forma oxidada o que confirma os
resultados de SWOBODA & MASSEY (1965) usando coma axente oxidante o ar.
Non embargantes, en traballos posteriores (NAKAMURA & OGURA,
1968a; WEIBEL & BRIGHT, 1971), tanto coa enzima libre coma coa inmovilizada,
non se menciona a inactivación, probábelmente debido a curta duración dos
experimentos tal e como apuntan GREENFIELD & al. (1975).
O certo é que a inactivación existe, e se ben propuxéronse diversas
solucións para a destrución do peróxido de hidróxeno, entre as que destaca a
adición de cantidades maiores de catalasa no meio de reacción (BOURDILLON
& al., 1985), o problema parece continuar, xa que tamén esta enzima
experimenta inhibición irreversíbel a elevadas concentracións de sustrato
(LARDINOIS & al., 1996).
Por outra banda, a enzima pode sufrir ademáis un proceso de
autoinactivación, dependente do número de ciclos catalíticos feitos, e debido a
presencia de intermediarios reactivos de transición xerados no proceso
catalítico, como algunha especie activada de osíxeno e outros non
identificados aínda (BOURDILLON & al., 1985).
É importante considerar tamén as interaccións e inhibicións da
enzima con outro tipo de compostos, como os cloruros (ROGERS & BRANDT,
1971b), ións metálicos (NAKAMURA & OGURA, 1968b).
5: A glicosa oxidasa
I: Introducción  –49–
5.5: Purificación.
Na bibliografía atópanse diferentes protocolos de purificación da
enzima. O máis común é o empregado por SWOBODA & MASSEY (1965) que pode
resumirse no seguinte diagrama:
Figura I.5.4: Diagrama de purificación da GOD segundo SWOBODA & MASSEY (1965)
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Máis simple é o método proposto por TSUGE & al. (1975) e
recentemente os de DONÈCHE (1989), e KIM & al. (1990), os seus esquemas
amósanse de seguido.
TSUGE & al. (1975), plantexa o seguinte proceso para a purificación da
enzima GOD de A. niger. Emprega un preparado comercial de SIGMA, e
consegue unha enzima prácticamente sen catalasa. Consta das etapas:
1. Diálise fronte tampón fosfato sódico-potásico 1mM pH=7,0.
2. Adsorción da enzima do sobre DEAE-celulosa no tampón, elúese co
mesmo tampón a 100 mM.
3. Recuperación da enzima por precipitación con (NH4)2SO4 ao 85%
de saturación.
4. Diálise fronte ao mesmo tampón a 10mM.
5. Gradiente de elución dunha columna de DEAE-celulosa dende 10 a
200 mM pH=7,0.
6. A fracción máis activa foi recuperada por precipitación con sulfato
amónico.
7. Fraccionamento sobre unha columna de Sephadex G-200.
DONÈCHE (1989), plantexa o seguinte proceso para a purificación da
enzima GOD de Botrytis cinerea . As etapas son:
1. Precipitación das proteínas do cultivo con (NH4)2SO4 ata o 90% de
saturación, nengunha GOD precipita por debaixo do 55%, e centrifúgase.
2. Disolución do precipitado en tampón fosfato 0,1 M pH=6,0.
3. Desalado por xel filtración con Sephadex G25.
4. Separación por xel filtración sobre DEAE-Sephacel co tampón a
0,02M. Lávase co mesmo e elúese cun gradiente de KCl de 0,1M.
KIM & al (1990), plantéxao para a de Talaromyces flavus, a enzima crúa
é precipitada con acetona en frio. As etapas son:
1. Os extractos acuosos dos precipitados con acetona son axustados a
50 mM de acetato sódico, pH=5,0, e cromatografiados sobre dunha columna
preparativa de xel filtración de HPLC (TSK-3000SW). A proteína é eluida co
tampón contendo NaCl 0,2 M.
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2. As fraccións activas únense e dialízanse por ultrafiltración con
membranas de 10 e 30 KDa. Axústase o retido a unha concentración de 20
mM tris, pH=8,0.
3. Cromatografía sobre dunha columna de HPLC de intercambio
aniónico (DEAE-5PW) con 20 mM tris, pH=8,0, contendo NaCl 50 mM. A
enzima elúese cun gradiente de NaCl de 0,05 a 0,8 M.
4. As fraccións activas mestúranse e dialízanse por ultrafiltración con
membranas de 10 e 30 KDa.
5.6: Aplicacións.
As aplicacións da glicosa oxidasa son múltiples e variadas, aínda que,
despois de todo, só pode empregarse cos 4 obxectivos seguintes: formación de
peróxido de hidróxeno, de ácido glicónico, eliminación de glicosa e de osíxeno
(UNDERKOFLER, 1958; SCOTT, 1975b; FEDERICI & al., 1996).
Unha característica desta enzima que comparte con outras de
aplicación industrial é o feito de que o que se emprega é un preparado
enzimático, é dicir, a enzima glicosa oxidasa acompañada de zucres e outras
enzimas; polo que, en aplicacións específicas, teremos que facer purificacións
parciais. Nas enzimas, aparte da GOD, que conteñen estes preparados están
catalasa, amilasas, celulasas, maltasa, invertasa, mutarrotasa, lactonasa,
etc.
A glicosa oxidasa é a enzima máis ampliamente usada como reactivo
analítico (RABA & MOTTOLA, 1995). No campo alimentario de preservación de
alimentos é recomendábel, na maioría dos casos, a presencia conxunta de
catalasa e glicosa oxidasa; tal é, que o uso comercial de enzimas como
antioxidantes alimentarios está actualmente limitada á eliminación de
osíxeno empregando glicosa oxidasa e catalasa (MEYER & ISAKSEN, 1995).
Unha escolma das aplicacións recóllese na seguinte táboa:
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TÁBOA I.5.4: Aplicacións da glicosa oxidasa
Xeral Produción de ácido glicónico
Industria madereira Conversión lignocelulósica e fabricación e blanqueado da pulpa
Industria alimentaria Fructosa a partir de hidrolizados de sacarosa
Eliminación de glicosa na fabricación de ovos en pó (prever
reaccións de Maillard)
Estabilización da cor e aromas na cervexa
Conservación de filetes de peixe refrixerados
Prevención de corrosión en alimentos e bebidas enlatadas por
eliminación de osíxeno
Estabilización concentrados e bebidas cítricas
Modificación da relación glicosa-fructosa
Maduración de fariña
Caiado de leite e retardo do enmarronamento na leite evaporada
Evitar enranciamento de alimentos grasos
Prever decolaración de gambas precocidas
Tratamento de viños
Eliminar glicosa de bebidas para diabéticos
Industria farmacéutica Determinación de glicosa en fluidos biolóxicos
Marcador de antíxenos e anticorpos en inmunoensaios enzimáticos
Análise Determinación de glicosa
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6: Obxectivos, xustificación e enfoque do presente
traballo.
Este traballo forma parte dunha liña de investigación do Instituto
de Investigacións Mariñas (CSIC) de Vigo, dirixida ao tratamento
microbiolóxico de materiais residuais e o desenrolo de bioconversións que
permitan consideralos como materias primas aptas para a xeración de
produtos de interese económico. Apoiado en resultados previos que permiten a
sacarificación eficiente de efluíntes do procesado de mexilón concentrados, o
seu motivo central consistíu na produción de glicosa oxidasa e ácido glicónico
en cultivo de Aspergillus niger sobre de partículas de escuma de poliuretano,
embebidas nos efluíntes así tratados.
Dende o ponto de vista dos produtos, cabe sinalar que a glicosa
oxidasa é unha enzima con aplicacións crecentes na rotinización de técnicas
analíticas e clínicas, así como na conservación de alimentos. O ácido glicónico,
coproduto do proceso que conduce á produción da enzima, conta xa dende hai
tempo cun grande número de usos en moi diversos sectores industriais: cun
alto nivel de pureza, en farmacoloxía constitúe un vehiculante de metais por
vía endovenosa, pero tamén se utiliza abondantemente, en formas menos
purificadas, na preparación de tinturas cosméticas, de pinturas hidrosolúbeis,
de certos cementos e na descalcificación de instalacións en contacto coa auga.
Na perspectiva do proceso, o cultivo microbiano en estado sólido
constitúe unha modalidade operatoria á que se lle ven emprestando atención
crecente nos últimos anos, e representa, como se suliña amiúde, un exemplo
característico da transferencia tecnolóxica dende prácticas tradicionais alleas
á cultura material occidental (alimentos fermentados orientais) a novos
obxectivos directamente inseridos na nosa dinámica; neste caso (valorización
dun efluínte) na dun importante sector produtivo local.
Ademáis destas dimensións esencialmente aplicadas, o ámbito de
traballo apresenta un interese por dereito proprio, relacionado principalmente
coa problemática do cultivo en estado sólido, pero asimesmo coa necesidade
de estabelecer comparanzas cos procedementos máis convencionais en
cultivo submerxido, e mesmo coa de entrar en temáticas aínda máis básicas,
vinculadas ao comportamento cinético da enzima, tanto no meio de cultivo,
coma in vitro.
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Efectivamente, o tratamento dun efluínte líquido nunha operatoria
que ven asimilándose –aínda que de maneira un tanto inxustificada– ao
cultivo en estado sólido, obriga a utilizar un suporte de imbibición. No caso
máis simple, como o aquí aplicado con partículas de poliuretano, o suporte é
nutricionalmente inerte e químicamente inalterábel polo crecemento
microbiano, o que determina unha situación sensíbelmente alonxada do
habitual cultivo en estado sólido, onde suporte e sustrato coinciden (grá de
cereais, fariñas, farelos). Mais aínda nesta situación, estudios previos
desenrolados no noso laboratorio demostraran xa que características físicas
do suporte, coma a densidade e o diámetro da partícula, interactuaban con
variábeis coma a concentración de sustrato e a proporción de fase líquida no
sistema, incidindo na produción en formas que, xenéricamente previsíbeis,
deben cuantificarse para cada produción en particular. Polo demáis, tamén a
composición do meio, ben que básicamente dada pola natureza do efluínte,
pode variarse con suplementos de escasa entidade cuantitativa, pero con
forte incidencia na dinámica do cultivo.
Así pois, o traballo iniciouse precisamente con estudios factoriais
dirixidos á obtención de ecuacións empíricas que permitiran, en conxunción
con métodos de gradiente, definir a composición do meio e as características
físicas do sistema que optimizaran as producións obxectivo. Mais como era de
agardar, o estabelecemento destes modelos cun criterio operacional non só
permitíu orientar a experimentación na búsqueda de óptimos, senon que
contribuíu a poñer de manifesto a necesidade e o interese de obter
descripcións cinéticas máis estruturadas.
Posto que o cultivo submerxido discontinuo convencional segue a
constituir un sistema especialmente adecuado para a descripción básica dos
procesos microbianos, era lóxico recorrer a el en tanto que recurso
comparativo. Ademáis, e a fin de dotar de máis xeralidade aos
correspondentes resultados, o meio procedente do efluínte sustituíuse neste
caso por outro sintético de comportamento equivalente, pero fácilmente
reproducíbel. A produción conxunta de glicosa oxidasa e catalasa, a rápida
conversión do sustrato a ácido glicónico e auga osixenada que cataliza a
primeira enzima, o efeito desactivante da auga osixenada sobre da glicosa
oxidasa e o efeito protector da que a segunda fornece pola sua acción sobre da
auga osixenada configuran un sistema cinéticamente complexo, rico xa de seu
en interaccións previas ás determinadas pola estrutura física do cultivo.
Nestas condicións, o crecemento microbiano ten lugar, se o nivel de
nitróxeno non o limita, de acordo cun modelo diáuxico que, a diferencia dos
habituais, non resulta describíbel mediante a sucesión de duas fases
loxísticas, senon máis ben unha loxística e outra lineal. Tal diauxia, polo
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demáis, fundamentada na utilización prioritaria da glicosa e secundaria do
ácido glicónico se o nivel de nitróxeno é suficiente, pode controlarse
precisamente ao traveso do nivel deste último nutrinte. Mesmo na primeira
destas fases, as interaccións entre enzimas, sustratos e produtos requeriron
a introdución dos modelos clásicos (ecuación loxística e modelo clásico de
Luedeking e Piret) nun contexto dinámico, a fin de lograr unha descripción
formal aceptábel dos resultados experimentais, da que non atopamos
precedentes concretos.
Tamén a propria actividade da glicosa oxidasa producida, que
compría estudiar en relación con variábeis de interese cinético ou vinculado ás
condicións de cultivo (interacción entre temperatura e pH, estabilidade a
longos tempos de incubación, efeitos do FAD, carbonato cálcico, catalasa,
peroxidasa) conducíu a modificacións de interese verbo do modelo de Michaelis
& Menten. En primeiro lugar porque se demostrou a existencia de inhibición
por sustrato –tema no que a información previa dispoñíbel non era concluínte
demáis–, así como efeitos inhibitorios do ácido glicónico, que á sua vez
requeriron propoñer mecanismos de diferente natureza. En segundo lugar,
porque tamén aquí a presencia de auga osixenada e catalasa esixen supostos
dinámicos.
A volta á dimensión aplicada practicouse, ao cabo, unha vez estas
incursións por temáticas máis básicas facilitaron un coñecemento máis
comprido dos factores implicados no proceso. Introducíuse nesta fase un
réxime de aireación continua, un acoplamento entre alimentación discontinua,
mestura e evaporación, e un procedemento de recuperación por extrusión e
lavado intermitente sen reinóculo. E, de feito, nen estas modificacións, nen o
cambio de escala implicado, que multiplicou a dos primeiros ensaios por un
factor de 160, alteraron as predicións básicas acerca do comportamento do
sistema.
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1: Efluíntes do procesado do mexilón. Caracterización.
1.1: Pretratamento dos EPM. Clarificación.
A partires dos efluíntes do procesado do mexilón é posíbel obter
diversos tipos de meios microbiolóxicos, adecuados a diferentes obxectivos e
modalidades de operación.
A seguir descrébese de forma sumaria o procedemento desenrolado no
noso laboratorio.
O efluínte crú (é dicir, tal como pode recollerse nas instalacións
industriais), cunha temperatura veciña aos 100ºC e un pH próximo á
neutralidade, contén proporcións variábeis de impurezas en suspensión,
dependentes fundamentalmente do degrao de limpeza do mexilón á entrada do
proceso, é sempre de entidade pouco importante, que sedimentan espontánea
e fácilmente nuns 30-60 minutos.
Sen necesidade previa de rexeitar tales impurezas, e unha vez
acadada a temperatura ambiente (figura II.1.1), os líquidos lévanse a pH=4,5
por adición de HCl. A capacidade tampón do material é escasa, de maneira
que un volume de 0,5 a 0,75 mL de HCl 5N por litro de efluínte, segundo os
lotes, resulta dabondo. Este proceso realízase nun decantador de 500 litros
deseñado no noso laboratorio e construido ad hoc en aceiro inoxidábel (figura
II.1.2), de acordo co seguinte esquema operatorio:
1: Enchido do decantador, remanecendo o fondo corredizo aberto e as
chaves A e B pechadas. Acidificación do efluínte ata pH=4,5.
2: Sedimentación do precipitado floculoso formado como consecuencia
do proceso de acidificación. O proceso, que se completa nun periodo
aproximado de 5 horas e pode seguirse a través dos visores situados no corpo
do aparato, conduce ao depósito dos flóculos na parte infundibuliforme inferior
(cun volume equivalente a 1/10 do total) da estructura.
3: Peche do fondo corredizo por acción do fusiño de nilón; recolleita da
fracción clarificada pola chave A, e do sedimento pola chave B.
4: Filtración do sedimento a traveso de papel empregando un funil tipo
Büchner, construido ad hoc en aceiro inoxidábel e nilón, cunha superficie de
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filtración de 0,22 m2 e unha capacidade de 90 L, e posterior clarificación do
líquido empregando unha separadora centrífuga VERONESI SAT 140. Engádese
o líquido á fracción clarificada e xúntanse os sedimentos.
Figura II.1.1: Pretratamento das emisións (segundo MURADO & al., 1986).
Como resultado do tratamento descrito, obtense un sedimento de
material maioritariamente proteico ou peptídico (reacción de Lowry positiva),
e un sobrenadante apto para o desenrolo de microorganismos amilolíticos, cun
pH que minimiza o risco de contaminacións bacterianas. Este sobrenadante
representa o 98 % do volume de partida e emprégase sen outra preparación
como meio de cultivo.
O sedimento é purificábel por ulterior resuspensión a un pH
lixeiramente alcalino ( » 7,2 por adición de NaOH), filtrado (paso necesario
para a eliminación dos insolúbeis procedentes do crú) e reprecipitación a
pH=4,5 por adición de H3PO4.
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Figura II.1.2: Decantador ( » 500 L) empregado no pretratamento dos efluíntes (véxase o procedemento no texto).
A fracción clarificada, que de agora en diante nomearemos como meio
nM (con n=1 cando a concentración de glicóxeno é a media usual de 10 g/L) e o
sedimento tipifícanse a través da determinación do seu residuo sólido, cinzas,
glicóxeno, proteínas, zucres redutores, nitróxeno total, fósforo inorgánico e
cloruros. Estes procedementos analíticos descrébense no apartado
correspondente.
As composicións medias do meio M e do sedimento preséntanse nas
táboas II.1.1 e II.1.2.
O meio M así obtido é en si un meio de cultivo xa adecuado para o
desenvolvemento do fungo Aspergillus oryzae sen outro tratamento que
engadir as suplementacións de N e P correspondentes, obténdose un
preparado sacarificante e proteína unicelular.
Non embargantes, se nós queremos empregar o meio no cultivo do
fungo Aspergillus niger co fin de obter ácido glicónico e glicosa oxidasa (GOD),
precisamos concentralo ata acadar niveis de glicóxeno de 100-120 g/L
empregando un procedemento de ultrafiltración, esquema operatorio que
descreberemos máis adiante (ver 5.1).
Os meios almacénanse a -20ºC ata o momento do seu emprego.
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TÁBOA II.1.1: Composición media global (con rangos de variación) e
contido medio dos aminoácidos no efluínte clarificado, ou meio M (g/L).
Glicóxeno 10,00 (7,00–12,50)
Zucres redutores 0,15 (0,10–0,80)
Proteínas 3,50 (2,00–4,00)
Nitróxeno total 1,60 (1,00–2,00)
Fósforo total 0,09 (0,08–0,11)
NaCl 18,00 (17,00–22,00)


















Aminoácidos "útiles" (sen taurina): 2,08 g/L. De MURADO & al. (1994).
A esterilización dos meios lévase ao cabo en autoclave, a temperatura
depende da concentración en carbohidratos, con contidos menores de 20 g/L é
a 121ºC, e a vapor fluinte en meios máis concentrados. O tempo de
esterilización é por norma xeral de 15 minutos a 121ºC e 60 minutos a vapor
fluinte, e varía co volume a esterilizar.
Ao proceder os efluíntes dun tratamento térmico relativamente forte
(140ºC, 2 minutos) os compostos termolábiles deben estar destruidos,
adquirindo gran estabilidade térmica. O almacenamento tanto dos meios
iniciais coma dos concentrados por periodos de ata 5 anos non ten incidencia
de forma significativa.
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Proteína crúa (N x 6,25) 77,82
Proteína Lowry 70,64
Carbohidratos totais 2,91
Dixestibilidade in vitro (%) 82,67
Composición en aminoácidos do contido proteico
Ácido cisteico 1,35 Arxinina 7,09
Ácido aspártico 13,05 Tirosina 2,85
Ácido glutámico 19,16 Valina 5,05
Serina 4,97 Fenilalanina 4,24
Histidina 4,65 Isoleucina 4,81
Glicina 8,64 Leucina 5,87
Treonina 3,34 Lisina 7,91
aValores dos aminoácidos expresados como % (p/p) con respeito á fracción proteica. O resto, como
% (p/p) con respeito a todo o sedimento 2 ou, na dixestibilidade, ao nitróxeno total. De MURADO &
al. (1994).
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1.2: Sacarificación dos efluíntes.
O meio concentrado ata os niveis adecuados é hidrolizado empregando
un preparado amilolítico obtido por crecemento do fungo Aspergillus oryzae
sobre do meio M dobremente concentrado (TORRADO, 1997) e posterior
ultrafiltración e liofilización ata obter un preparado pulverulento (MURADO &
al., 1993a). Este preparado ten actividade a -amilásica e glicoamilásica.
Do traballo de  MURADO & al., (1993b) para hidrólise total obtemos as





En función da concentración inicial do meio a hidrolizar engadimos a
cantidade de preparado amilolítico segundo as relacións:
{ EQ \F(ATT (UE/mL);G° (mg/mL)) \S\up2(=0,4) }
{  EQ \F(GA (UE/mL);ATT (UE/mL)) \S\up2(=2,1 10 -2) }
sendo AAT e GA a actividade amilolítica total e a glicoamilásica
respectivamente, medida como zucres redutores. A AAT será a suma da
actividade a -amilasa e glicoamilasa. A fin de diferenciar as duas actividades
empregamos os procedementos descritos en MIRANDA & al. (1987) e FRANCO &
al. (1989).
Se o noso preparado non acada a cantidade de GA necesaria engádese
o volume correspondente do preparado enzimático AMG de NOVO, éste
consiste en glicoamilasa de A. niger.
O meio unha vez concentrado lévase a pH, esterilízase, reaxústase o
pH e engádeselle o preparado enzimático. A temperatura de 50ºC reduce a
posibilidade de contaminación.
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No caso de querer hidrólises parciais modificaremos o tempo ou as
relacións enzima/sustrato.
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2. Métodos microbiolóxicos.
2.1: Microorganismos.
As especies que, con diferentes obxectivos, empregáronse ao longo
deste traballo, recóllense na táboa II.2.1, xunto coas suas respectivas
procedencias. A conservación lévase ao cabo por procedementos
convencionais: tubos con agar inclinado de malta (táboa II.2.2), almacenados
a 4°C despois dun periodo de 7 días a 30°C, con resementas cada 60 días.
TÁBOA II.2.1: Especies utilizadas
Especie Referencia Clave IIM
Aspergillus niger CBS 554–65 A1.01
" " CBS 108–47 A1.02
" " CBS 115–50 A1.03
" " CBS 120–49 A1.04
" " CBS 126–48 A1.05
" " CBS 130–52 A1.06
" " CBS 246–65 A1.07
" " CBS 262–65 A1.08
" " CBS 307–80 A1.09
" " CBS 626–66 A1.10
" " CBS 733–88 A1.11
Aspergillus oryzae CBS 125–59 A2.01
CBS: Centralbureau voor Schimmelcultures. Baarn (Holanda).
Clave IIM: Notación abreviada empregado nesta memoria.
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2.2: Meios de cultivo.
2.2.1: Meios convencionais.
Para a conservación dos microfungos amilolíticos (A. niger, A. oryzae),
emprégase o meio indicado na táboa II.2.2, e para a sua proliferación
emprégase o mesmo meio sen agar.
TÁBOA II.2.2: Meio de malta
Extracto de malta (MERCK) 20,0 g
Extracto de leveduras 1,0 g
Agar 20,0 g
Auga estilada (csp) 1,0 L
pH inicial: »  4,5 (resultante)
Esterilización: 121°C/15 min.
2.2.2: Meios preparados a partir dos EPM.
1: Meio M suplementado con NH4Cl e KH2PO4 ata acadar niveis
iniciais de 1250 e 450 mg/L de N e P total respectivamente. Emprégase na
obtención de preparados amilolíticos cultivando A. niger e A. oryzae. O pH
inicial axústase a 5,0 e contrólase por adición de NaOH 2,5M.
2: Meios nM–hH. Meios M concentrados por ultrafiltración, con degrao
de sacarificación variábeis segundo o caso. A notación nM indica a
concentración de glicóxeno. A notación hH indica o porcento de hidrólise do
polisacárido despois do tratamento cun preparado amilolítico, de acordo con:
H% = { EQ \F(equivalentes glicosa(DNS) x 100;carbohidratos totais(FENOL-SULFÚRICO))
}
Supleméntase con fontes de fósforo e nitróxeno, emprégase para o
cultivo de Aspergillus niger, tanto en submerxido coma en estado sólido. O pH
inicial depende do tipo de cultivo.
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2.3: Técnicas de cultivo.
2.3.1: Cultivo submerxido.
2.3.1.1: Inóculo.
O inóculo é unha suspensión de esporas en auga estilada estéril
(cultivo submerxido) ou no proprio meio de cultivo (estado sólido), procedentes
de cultivos no meio de agar malta. A poboación inicial é de 0,5x106
esporas/mL.
Cuantifícanse as suspensións celulares mediante curvas de calibrado,
obtidas da relación da absorbancia a 750 nm e o contaxe directo en cámara
hematocitométrica.
As esporas sepáranse do meio sólido con axuda de perolas de vidro
mediante axitación e arrastre con auga estilada, posteriormente fíltranse
atraveso dunha maia de nilón de 50 m m. Se as esporas van disoltas no meio de
cultivo, faise unha centrifugación a 2000 g. 15 min., valéirase o líquido e
resuspéndense en auga.
2.3.1.2: Condicións da incubación.
Os cultivos desenrólanse a dous niveis de volume, en matraces
Erlenmeyer de 250 mL de capacidade con 50 mL de meio, (nesta relación
acéptase unha boa transferencia de gases e un 100% de saturación de aire) a
30ºC, nun incubador orbital a velocidade de 200 ciclos/minuto; e nun
fermentador Biostat UD (BRAUN) de 80 L cun volume de cultivo de 50L, a
30ºC dependendo a velocidade e o volume de aire do controlador de osíxeno. A
velocidade e aireación mínima é de 150 rpm e 0.2 vvm respectivamente.
2.3.1.3: Tratamento das mostras e colleita.
Ao ser o A. niger un fungo pelletiforme a separación do meio
postincubado e o micelio faise por filtración a vacío e ao traveso de papel de
filtro. Na separación no caso de grandes volumes lévase ao cabo mediante un
embudo tipo Büchner de 0,22 m2 de superficie (unha folla de papel de filtro), ou
cunha separadora centrífuga VERONESI SAT 140.
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A pequeno volume, de forma xeral, a totalidade dunha unidade
experimental tómase como mostra, a grande volume tómase unha mostra de
50 mL do fermentador.
Para a determinación da biomasa, ésta lávase con auga estilada, cun
volume o dobre do da mostra, recóllense sobre duns recipientes de aluminio e
determínase o seu peso seco. Se o cultivo incorpora carbonato cálcico, o
lavado faise con HCl 0,1 N, para eliminar os restos de carbonato e fosfato
cálcico.
Os meios fíltranse de novo a traveso de membranas de acetato de
celulosa de 0.80 m m. Divídese o filtrado en tres fraccións, unha para as
análises imediatas (pH, zucres, actividades enzimáticas), outra nun tubo
roscado, previamente aforado, introdúcese nun baño de auga a ebulición
durante 10 min. (ácido glicónico) e a outra almacénase a -20ºC.
2.3.2: Cultivo en estado sólido.
2.3.2.1: Suporte.
Emprégase como suporte partículas cilíndricas de escumas de
poliuretano (COPO IBERICA S.A.), de distintas densidades: 20, 40 e 60 g/L. Os
cilindros teñen igual diámetro que xeratriz, e obtéñense con sacabocados.
As razóns que xustifican a elección deste material como suporte
podemos agrupalas en:
1. Económicas e operacionais: É un material de fácil disposición, baixo
coste, reciclábel, elástico, altamente poroso, cárrega volumes importantes de
fase líquida, esterilizábel, de fácil fraccionamento e lavado. Podendo axustar
na produción os parámetros máis salientábeis.
2. Teóricas: A fabricación de escumas de distintas densidades e igual
composición permite estudiar a relación entre as características estructurais
do suporte e as varíbeis de interés do sistema -actividade de auga, difusión de
gases e nutrintes- e o seu papel no fundamento do cultivo en estado sólido.
Antes do seu emprego as escumas sufren o seguinte proceso: lávanse
de forma exhaustiva con auga do grifo e logo con estilada, sécanse en estufas
de aire forzado a 80ºC e almacénanse. A esterilización faise a vapor fluínte
durante 1 hora.
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Ao fin de reusar a escuma, tras de separala do meio postincubado,
lávase primeiro con auga do grifo, sométese a vapor fluínte durante 1 hora
nunha solución de NaOH 0,1N, lávase posteriormente con auga do grifo de 2 a
3 veces ata pH próximo a neutralidade, con auga estilada, e sécase.
2.3.2.2: Inóculo.
O número de esporas é de 2,5x106 células/mL, vehiculándose no meio
correspondente.
2.3.2.3: Preparación do cultivo e condicións da incubación.
Ao igual que no cultivo en submerxido éste desenrólase a dous niveis
de volume. A pequeno volume (0,2-1,2 g de escuma) empregamos como
unidades experimentais matraces Erlenmeyer de 50 mL e vasiños de
precipitados (de 100 mL de capacidade cunha relación diámetro/xeratriz=0,6).
Tápanse con serotaps e con papel de filtro respectivamente.
As cárregas homológanse en función do volume aparente de suporte
coa finalidade de unificar condición de volume e empacotamento. As escumas
esterilízanse de forma independente do meio de cultivo e mestúranse con éste
e co inóculo xusto na sementa. A fin de acadar unha distribución homoxénea
axítanse coa axuda de espátulas.
As unidades experimentais incúbanse a 30°C en condicións estáticas;
tanto nunha estufa a humidade constante (76%), mediante unha disolución
saturada de NaCl, como nunha estufa de aire forzado. Escollendo entre os
matraces Erlenmeyer con serotaps e os vasiños cubertos con papel en
función de regular a humidade nas escumas. Sométense a axitación manual
cada 12 horas a fin de evitar compactacións.
A grande volume (50-100 g de escuma) emprégase un reactor de
forma cilíndrica construído ad hoc. Descrébese de forma detallada no capítulo
III.10. Consiste nun cilindro de vidro posto en disposición horizontal, dotado de
sistemas de axitación, calefacción, aireación e alimentación. Ao longo da
xeratriz superior dispón de entradas tanto para os sensores de temperatura
coma para a alimentación e a aireación, na xeratriz inferior conten unha
toma de mostras e drenaxe. As escumas descansan directamente sobre da
parede do reactor, ten un sistema de varredeiras para favorecer a axitación e
émbolos internos que permiten a extrusión da escuma no interior.
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O reactor non se esteriliza, lávase con auga e xabón puro a fin de
evitar contaminación por fosfatos. Os tubos de alimentación, aireación e as
escumas esterilízanse a vapor fluínte.
Está colocado dentro dunha sá (campá de fluxo laminar) de presión
positiva e luz ultravioleta.
Regúlase a saturación das escumas a traveso do control da
evaporación, mídese ésta coa variación do peso do reactor, e modifícase co
caudal de aire e a velocidade de axitación, no caso de que o requira
compensando a perda de peso mediante o engadido de auga estilada ou meio
de cultivo. Incorpora tamén un regulador de tempos de axitación e parada.
Para evitar o empacotamento altérnase o sentido de xiro.
2.3.2.4: Tratamento das mostras e colleita.
A pequeno volume, a totalidade dunha unidade experimental tómase
como mostra, e sométese a repetidos lavados con auga estilada mediante
extrusión nunha xiringa, ata un volume total de 5 veces o inicial, centrifúgase
a 4000 g, 20 minutos.
Os sobrenadantes divídense en tres fraccións como no cultivo
submerxido.
As mostras do reactor obtéñense por extrusión das escumas, e
centrifúgase nas mesmas condicións que no apartado precedente.
Tras da colleita do reactor engádese meio novo, de forma que
reutilizamos as escumas e o fungo atrapado nelas. Cando o sistema se satura
extráense as escumas do reactor e reúsanse tras do seu acondicionamento.
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3: Métodos enzimáticos.
3.1: Actividade glicosa oxidasa.
3.1.1: Método de Fiedurek-Sigma modificado.
FUNDAMENTO
Este método (LLOYD & WHELAN, 1969, coas modificacións de
FIEDUREK & al., 1986, e a sinatura SIGMA) baséase na oxidación mediante a
enzima glicosa oxidasa da glicosa a gliconolactona coa liberación de auga
osixenada, que mediante a acción da enzima peroxidasa libera osíxeno que
oxida a O-dianisidina (3,3'-dimetoxibenzidina), que pasa da forma reducida
incolora a oxidada, a reacción detense ao engadir unha solución ácida, e
apresenta un máximo de absorbancia a 525 nm.  
Glicosa + O2 + GOD ®  Gliconolactona + H2O2
H2O2 + O-dianisidina + PO ®  O-dianisidina(ox.)
REACTIVOS
A Tampón cítrico-fosfato 0,2 M; pH = 5,1
R1 Solución de sustrato
Peroxidasa (PO) 789,5 UE
Glicosa 900 mg
Glicerina (26,525 g) 21,055 mL
A ata 50 mL
Engadir a peroxidasa sobre 10 mL de A, e seguir a orde indicada.
R2 O-dianisidina 2 mg/mL
PROCEDEMENTO
Un volume de 1,90 mL da solución de sustrato (R1) e 0,10 mL da
solución de O-dianisidina (R2) combínanse previamente e mantense á
temperatura de incubación 10 minutos, adiciónanse 0,10 mL dunha alícuota
do meio de cultivo libre de células ou da disolución enzimática. Unha vez
engadida ésta, a mestura incúbase a 30°C durante 15 minutos, detense a
reacción engadindo 3 mL HCl 5N.
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Mídese a absorbancia a 525 nm en cubeta de 1 cm contra un branco,
no que se sustitúe a mostra por auga estilada (A1). Farase nas mesmas
condicións coa mostra inactivada por ebulición (A0). A actividade enzimática
referirase ao incremento na medida (A1 -A0).
PATRÓN E CALIBRADO
Solución de GOD (SIGMA G-7141) de 1 UE nas condicións descritas por
SIGMA. O preparado enzimático sométese ao mesmo tratamento que as
mostras. O intervalo é de 0,1 a 1 UE/mL.
3.1.2: SIGMA.
FUNDAMENTO
É o mesmo que no método anterior, sendo a medida de absorbancia a
500 nm. Definimos a UE de glicosa oxidasa como aquela que oxidará 1,0
m moles de b -D-glicosa a ácido D-glicónico e H2O2 por minuto a pH=5,1 a 35º C,
é equivalente ao consumo de 22,4 m L de O2 por minuto.
REACTIVOS
A Tampón acetato sódico, pH=5,1, T=35°C
B O-Dianisidina, 21 mM
R1 O-Dianisidina 0,21 mM
B 1,0 mL
A ata 100,0 mL
R2 Glicosa 10 % p/v
R3 Peroxidasa (POD) 60 UE/mL
PROCEDEMENTO





Mesturar os reactivos, e medir a absorbancia frente a auga a 500
nm., entón a tempo cero, engadir 0,10 mL da mostra, e medir a absorbancia
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cada 30 s, ata 6 min; tomaremos como resultado o valor correspondente á
velocidade lineal máxima por minuto (Vlm).
PATRÓN E CALIBRADO
{ INCORPORAR "Equation" "Word Object1" \* mergeformat  }
Sendo 7,5 a e m da O-dianisidina e 3,1 o volume final. Empregaremos o
patrón descrito en 3.1.2.
3.1.3: Determinación do optimo de pH-T.
FUNDAMENTO
Baseámonos no método Fiedurek-Sigma modificado. Tendo en conta
que no rango de medida do pH a medida da actividade debe ter unha medida
clara, non debéndose modificar excepto o tampón nengunha outra variábel,
polo que tras das comprobacións previas definimos o procedemento a seguir.
REACTIVOS
A Tampóns cítrico-fosfato 0,35 M; ao pH correspondente
B Solución de glicosa 8,75 mg/mL
C Peroxidasa 315 UE/mL




R2 O-dianisidina 2 mg/mL
D Solución de enzima 2 UE/mL
PROCEDEMENTO
Facemos unha solución de glicosa en cada un dos tampóns, e dicir
para cadanseu pH, e deíxase toda a noite coa finalidade de acadar o equilibrio
entre as formas isoméricas da glicosa. Pouco denantes da realización
experimental do plan mestúrase a solución de glicosa tamponada coa
peroxidasa. Os compostos mestúranse nas seguintes relacións.
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TOTAL 18 19 20 21
Un volume de 1,90 mL desta solución (R1) mestúrase con 0,10 mL da
solución de O-dianisidina (R2), manténdose á temperatura de incubación
durante 10 minutos antes da adición de 0,10 mL da solución enzimática (D);
unha vez engadida, a mestura incúbase a temperatura correspondente
durante 5 minutos, e detense a reacción engadindo 3 mL HCl 5N.
Mídese a absorbancia a 525 nm en cubeta de 1 cm contra un branco,
no que se sustitúe a mostra por auga estilada (A1). Farase nas mesmas
condicións coa mostra inactivada por ebulición (A0). A actividade enzimática
refírese ao incremento na medida (A1 -A0).
PATRÓN E CALIBRADO
Empregaremos como curva patrón a indicada no método 3.1.1.
3.1.4: Determinación das constantes cinéticas da GOD.
FUNDAMENTO
Baseámonos no método Fiedurek-Sigma modificado. E nas condicións
de pH óptimo 5,37 e a 25ºC. Ao ter que determinar as constantes cinéticas
michaelianas, as modificacións fixéronse co fin de garantir a medida das
velocidades iniciais. A reacción non se deten, e fanse ao menos 5 medidas nun
prazo máximo de tempo de 4 minutos. A absorbancia e medida a 435 nm, no
máximo da O-dianisidina oxidada. Tras das comprobacións previas definimos
o procedemento a seguir.
REACTIVOS
A Tampón cítrico-fosfato 0,175 M; pH=5,37
B Solucións de glicosa tamponadas
C Solucións de glicónico
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D Peroxidasa 315 UE/mL




R2 O-dianisidina 2,1 mg/mL
E Solución de enzima 2 UE/mL
PROCEDEMENTO
Facemos as solucións de glicosa no tampón, déixase toda a noite coa
finalidade de acadar o equilibrio entre as formas isoméricas da glicosa.
Mestúrase coa solución de glicónico (para a inhibición por produto) ou con
auga (inhibición por sustrato). Pouco denantes da determinación mestúrase a
solución da peroxidasa.
Os compostos mestúranse nas seguintes relacións.
Composto V V V V Vtotal/V
Glicosa tamponada 12 1,75




TOTAL 18 19 20 21
Engadir nunha cubeta de plástico de 1 cm e 3 mL de volume, por orde:
-  2 perolas de vidro
-  1,9 mL de R1
-  0,1 mL de R2 mesturar ben, manter 10 minutos a temperatura de
incubación
-  0,1 mL de E, mesturar ben e medir a absorbancia a tempo 0 (A0).
A absorbancia mídese a 435 nm. Tómase a medida cada 30 segundos,
axitando no intermedio co fin de evitar os problemas de transferencia de
osíxeno, ata un máximo de 4 min. Calcúlase a pendente no tramo lineal, ésta
será a velocidade inicial.
PATRÓN E CALIBRADO
A relación molar dos produtos GnH e H2O2 é 1:1.
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Solución de auga osixenada (E*). O intervalo é de 0,05 a 5 mM.
Prepárase unha mestura de incubación, e mídese a absorbancia.






Mídese a absorbancia  a 435 nm en cubeta de 1 cm contra un branco,
no que se sustitúe a mostra por auga estilada.
3.2: Catalasa.
FUNDAMENTO
A catalasa descompón a H2O2 e libera osíxeno, esta velocidade de
desaparición de H2O2 é seguida mediante a observación do decrecemento da
absorbancia a 240 nm.
Defínese a UE Sigma de catalasa como aquela que descomporá 1,0
m moles de H2O2 por minuto a pH=7,0 e a 25º C mentres a concentración de
H2O2 cae de 10,3 a 9,2 mM.
REACTIVOS
A Tampón fosfato 0,05 M; pH=7,0
R Solución de sustrato
H2O2 (30%) 0,1 mL
A 50 mL
Medir a absorbancia a 240 nm. A A240 estará entre 0,550 e 0,520. Se
é maior engadir tampón, se é menor engadir H2O2.
PROCEDEMENTO
Nunha cubeta de 1 cm de paso e a 25ºC, pipetear :
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Tras da mestura, medir a absorbancia fronte a auga a 240 nm. Iniciar
cun valor superior 0,450 e comezará a disminuir. Anotar o tempo que tarda a
A240 en disminuir de 0,450 a 0,400. Éste corresponde á descomposición de
3,45 m moles de H2O2 nos 3 mL do ensaio. Unidades totais SIGMA en 3 mL =
3,45/ tempo (min).
PATRÓN E CALIBRADO
{  INCORPORAR "Equation" "Word Object1" \* mergeformat  }
Empregaremos como patrón unha solución de catalasa de A. niger da
sinatura SIGMA que disolta en tampón (A) contén 50 UE. A enzima sométese
ao mesmo tratamento que as mostras. O intervalo é de 10 a 100 UE/mL.
3.3: Actividade amilolítica total.
FUNDAMENTO
Esta actividade baséase na transformación dun a -glicano a zucres de
menor tamaño pola acción conxunta da a -amilasa e a glicoamilasa.
Dada a termoestabilidade do sistema amilolítico implicado, a
detención da reacción polo procedemento usual de desactivación por
calefacción en baño de auga a ebulición pode falsear gravemente os
resultados, xa que durante os primeiros segundos do proceso pode continuar,
incluso a grande velocidade, o progreso da amilolise. Polo que o procedemento
consiste na adición do reactivo do ácido 3,5-Dinitrosalicílico, e a valoración
baséase na medida dos zucres redutores formados (ver 4.4).
REACTIVOS
A Tampón cítrico-fosfato 0,15 M; pH = 5,0
B Amidón solúbel (MERCK-1252) 4% p/v
Ao requerir, para obter unha solución a ebulición, non debe
empregarse directamente o tampón como disolvente.
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PROCEDEMENTO
A 5 volumes da solución R mantidos previamente á temperatura de
incubación durante 10 minutos, engádeselle 1 volume dunha alícuota do meio
de cultivo libre de células ou dunha disolución do preparado enzimático. Unha
vez engadida ésta, a mestura incúbase a 40°C durante 10 minutos, e detense
a reacción como se sinala no apartado anterior.
Medir a absorbancia a 540 nm en cubeta de 1 cm contra un branco,
no que se sustitúe a mostra por auga estilada (A1). Farase nas mesmas
condicións coa mostra inactivada por ebulición (A0). A actividade enzimática
referirase ao incremento na medida (A1 -A0).
PATRÓN E CALIBRADO
Para a estandarización dos resultados emprégase o seguinte criterio:
cando nun ensaio nas condicións descritas obtense na mestura de incubación
un incremento de 1 mg/mL de zucres redutores (medidos como equivalentes de
glicosa), considérase que o preparado enzimático engadido contén unha
unidade enzimática/mL (1 UE/mL).
4: Métodos analíticos
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4: Métodos analíticos.
4.1: Peso seco, residuo sólido, materia orgánica, cinzas.
FUNDAMENTO
É unha determinación gravimétrica, baseada na liberación de auga ao
aumentar a temperatura, o peso seco obtense tras manter a mostra a 80ºC
ata peso constante, se quentamos a mostra ata 105ºC obtemos o residuo
sólido.
Por calcinación a 550ºC do residuo sólido obtéñense as cinzas,




Baseado na reacción do furfural, o método (DUBOIS & al., 1956, segundo
o aplican STRICKLAND & PARSONS, 1968) consiste na valoración dos
monosacáridos presentes na mostra, mailos obtidos pola hidrólise ácida dos
polisacáridos.
A intensidade da cor xerada varía cos diferentes monosacáridos
(variación, porem, menor da que da a reacción da antrona), sinalándose
(STRICKLAND & PARSONS, 1968) que, sobre da base dunha resposta do 100%
para a xilosa, a glicosa -patrón máis usual- dá do 59%.
REACTIVOS
R1 Fenol 5% p/v
Conservar refrixerado, en frasco de vidro. Utilizalo mentres non se
volte parduxo.
R2 Sulfato de hidrazina en ác. sulfúrico 0,25% p/v
O sulfato de hidrazina evita a oxidación expontánea do fenol na
mestura da reacción. O reactivo é estábel indefinidamente.
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PROCEDEMENTO
A 1 mL de mostra engadir, por orde, 1 mL da solución de fenol (R1) e 5
mL da solución de sulfato de hidrazina (R2). O R2 debe engadirse a fluxo
rápido, para obter unha mestura imediata.
Deixar enfriar mantendo ~1 hora a temperatura ambiente, e medir a
absorbancia a 490 nm en cubeta de 1 cm contra un branco, no que se
sustitúe a mostra por auga estilada. A cor é estábel durante varias horas, e
compre evitar coidadosamente a contaminación con pó.
A sensibilidade mellora (PUGH, 1975) medindo a absorbancia a
499 nm. Concentracións suficientemente altas de nitratos interfiren na
reacción.
O método pode aplicarse a solucións e tamén a materiais
particulados, neste caso, a mostra retense filtrando a suspensión por filtro de
febra de vidro, previamente sometido a 500ºC/~1 hora e manipulandoo logo
con pinzas. O filtro deposítase no tubo da reacción, engadindo 1 mL de auga
estilada denantes do reactivo. A medida faise na mestura de reacción filtrada
por filtro de febra de vidro, e pode cumprir a utilización dunha varilla de vidro
para remexer a mestura da reacción unha vez engadido o reactivo R2.
PATRÓN E CALIBRADO
Solución acuosa de glicosa. O intervalo é de 12,5 a 125,0 µg Gª/L.
4.3: Glicóxeno.
FUNDAMENTO
Os carbohidratos a partir de certo peso molecular precipitan en
solucións hidroalcólicas.
REACTIVOS
R Etanol 96% v/v
PROCEDEMENTO
O polisacárido precipítase das suas solucións acuosas por tratamento
cun volume dobre de etanol absoluto. O sedimento obtido por centrifugación
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redisólvese nun volume conveniente de auga estilada e o glicóxeno
determínase polo método do fenol sulfúrico (ver 4.2). En determinacións máis
precisas convén desproteinizar previamente as mostras eliminando por
centrifugación o precipitado que se forma ao engadirlles un volume igual de
ácido tricloroacético (ou perclórico) ao 10 %, denantes do tratamento alcólico.
Nas solucións con niveis de polisacárido por riba dos 20 g/L, a
precipitación con etanol pode non ser exhaustiva, polo que é conveniente diluir
as mostras ata concentracións de 10-15 g/L. En presencia de niveis altos de
mono e oligosacáridos existe unha tendencia a sobrevaloración do glicóxeno,
debida á oclusión daqueles zucres no sedimento do polisacárido. Un ou dous




O método (BERNFELD, 1951) baséase na determinación dos grupos
redutores da glicosa e dos extremos redutores das cadeas de óligo e
polisacáridos presentes na mostra.
REACTIVOS
A Solución de DNS
Ácido 3,5-dinitrosalicílico 1 g
NaOH 2N 20 mL
B Solución de Tartrato
Tartrato Na-K . 4H2O 30 g




H2O estil. ata 100 mL
Utilizábel en tanto non se forme precipitado.
PROCEDEMENTO
A 1 mL de mostra engadir 1 mL do reactivo (R). A mestura mantense
5 minutos en baño de auga a ebulición, deixar enfriar a temperatura
ambiente, e engadir 10 mL de auga estilada. Medir a absorbancia a 540 nm
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en cubeta de 1 cm contra un branco, no que se sustitúe a mostra por auga
estilada.
PATRÓN E CALIBRADO
Solución acuosa de glicosa. O intervalo é de 0,25 a 2,50 mg Gª/L.
4.5: Glicosa.
FUNDAMENTO
Este método (LEE & al., 1970), é específico para a determinación da
glicosa, baséase na oxidación mediante a enzima glicosa oxidasa de glicosa a
gliconolactona coa liberación de auga osixenada, que mediante a acción da
enzima peroxidasa libera osíxeno que oxida a 4-aminoantipirina en presencia
do fenol, formando un composto coloreado.
Glicosa + O2 + GOD ® Gliconolactona + H2O2
H2O2 + 4-aminoantipirina + fenol + PO ®  Complexo coloreado
REACTIVOS
A Tampón fosfato 0,4M; pH=7,5
B Solución de Fenol 2 mg/mL
Fenol 99,8 mg
A ata 50,0 mL
C
4–aminoantipirina 10,2 mg
Glicosaoxidasa (GOD) 1.500 UE
Peroxidasa (PO) 2.100 UE





Engadir 25 µL de mostra sobre 3,0 mL do reactivo (R). Axitar e
incubar 15 minutos a 37ºC ou 30 minutos a temperatura ambiente. Medir a
absorbancia a 500 nm en cubeta de 1 cm contra un branco, no que se
sustitúe a mostra por auga estilada. A cor é estábel durante 30 minutos.
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PATRÓN E CALIBRADO
Solución de glicosa. O intervalo  é de 0,125 a 1,250 mg Gª/L.
4.6: Ácido glicónico.
FUNDAMENTO
Este método (MÖLLERING & BERGMEYER, 1974), é específico para a
determinación de ácido glicónico, baséase nas reaccións:
D-Gliconato + ATP + GQ ®  D-Gliconato-6-fosfato + ADP
D-Gliconato-6-fosfato + NADP{  EQ \S\up5(+)  }+ 6-PGDH ®  Ribulosa-5-fosfato + NADPH + H{  EQ
\S\up5(+)  }+ CO2
A cantidade de NADP{ EQ \S\up5(+)  }formada durante a reacción é
equivalente a cantidade de D-gliconato, vai ser o parámetro de medida.
A D-glicono-¶ -lactona, determínase segundo o mesmo principio,
hidrolizándoa en meio alcalino (pH=10).
D-glicono-¶ -lactona+ H2O ®  D-Gliconato
REACTIVOS
A Tampón de glicilglicina 0,1M; pH=8.0
Glicilglicina 1,32 g
MgCl2.6H2O 142 mg
H2O estil. » 80 mL
Disolver, axustar a pH=8 (precísanse » 2mL de KOH 2N) e levar a
100 ml con auga estilada.
B Solución de sulfato amónico 3,2 M en glicilglicina 0,2M; pH=7,6
Glicilglicina 0,528 g
(NH4)2SO4 8,448 g
H2O estil. 5 mL
Engadir nun tubo graduado a glicilglicina, botar un volume de auga de
»  5 mL, axitar ata disolución, logo engadir o (NH4)2SO4. Axitar ata disolución.
Axustar a pH=7,6 (precísanse » 0,5 ml de KOH 2N) e levar a 20 ml
con auga estilada.
C (NH4)2SO4  3,2 M
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A ata 100 mL
R2 6-Fosfogluconato deshidroxenasa (6-PGDH) (30 UE/mL)
6-Fosfogluconato deshidroxenasa 150 UE
B ata 5 mL
R3 Gliconato quinasa(GQ) (13,33 UE/mL)




Ante a posibilidade de ter na mostra gliconolactona lévase a un pH
entre 10 e 11 con KOH 2N. Manter 15 min. Levar a mostra a un pH entre 7 e
8 con HCl 0,1 ou 0,01N. Levar a volume con auga estilada, e diluir a mostra
ata o rango de medida.






Engadir nunha cubeta de plástico de 1 cm e 3 mL de volume, por orde,
a absorbancia mídese a 340 nm:
-  2 perolas de vidro
-  mostra (M), auga no control (0)
-  R1, tapar con "parafilm", e axitar
-  R2, mesturar ben, agardar 10 minutos e medir a absorbancia (A1)
-  R3, mesturar ben e medir absorbancia aos 30 minutos (A2).
Se non finalizou a reaccción, medir a 35, 40, 45 min., extrapolar o
valor ao tempo da adición da gliconato quinasa. Mídese fronte a auga.
PATRÓN E CALIBRADO
4: Métodos analíticos
II: Materiais e métodos  –87–
Solución de glicónico potásico. O intervalo  é de 5 a 50 mg /L.
4.7: Ácido cítrico.
FUNDAMENTO
Desenrolado por SAFFRAN & DENSTEDT (1948) e modificado por MARIER
& BOULET (1958) e HARTFORD (1962), baséase na reacción de FÜRTH &
HERRMANN (1935), na que os ácidos cítrico, aconítico, itacónico e fumárico dan
cor na presencia de piridina e anhídrido acético. Os máximos de absorbancia
preséntanse para cítrico e aconítico a 435 nm, e para fumárico e itacónico a
385 nm mostrando éstes uns valores mínimos a 435 nm (HARTFORD, 1962).
A reacción para o ácido cítrico consiste no primeiro lugar nunha
deshidratación para dar ácido aconítico, posteriormente unha
descarboxilación acompañada da deshidratación para dar anhídrido
citracónico, que reacciona coa piridina para dar adutos de alto peso molecular.
5 C5H4O3 + C5H5N - H2O ®  C30H23NO14  »  C30H19NO14
REACTIVOS
R1 Piridina (r =0,98)
R2 Anhídrido acético (r =1,08)
PROCEDEMENTO
1. Engadir a 0,5 mL de mostra 0,65 mL de piridina (R1) e axitar.
2. Engadir 2,85 mL de anhídrido acético (R2) , axitar e introducir nun
baño a 32°C. Desenrólase a cor compretamente en 30 minutos, remanecendo
constante outros 15 minutos a 32°C, ou en aire a 22°–32°C. Medir a
absorbancia a 435 nm en cubeta de 1 cm contra un branco, no que se
sustitúe a mostra por auga estilada.
A reacción do anhídrido acético coa auga é moi exotérmica e maiores
temperaturas disminúen a sensibilidade e a estabilidade (MARIER & BOULET,
1958).
PATRÓN E CALIBRADO
Solución de ácido cítrico. O intervalo é de 0,02 a 0,4mg /L.
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4.8: Proteínas.
FUNDAMENTO
O método (LOWRY & al.,1951) baséase na conxunción de dous procesos:
1: Reacción de Biuret, os compostos con dous ou máis enlaces
peptídicos reaccionan co Cu+2 en meio alcalino dando lugar ao complexo de
Biuret, dá cor azur púrpura típica dos compostos tetragonais de cobre con
ligandos nitroxenados, coma os grupos amino, imino e imidazol dos
aminoácidos.
2: Reacción de Folin & Ciocalteau, o reactivo fosfomolíbdico-
fosfotúngstico, sensíbel aos OH fenólicos, reacciona coa proteína tratada co
cobre. A pH »  10 a intensidade da cor obtida é máxima pero o reactivo
mantén moi pouco tempo a sua actividade, polo que compre unha mestura
total imediata logo da sua engádega.
Mentres que nen a tirosina nen o triptófano semellan intervir na
reacción de Biuret, a cor xerada polo reactivo de Folin & Ciocalteau resulta
enteiramente atribuíbel a estes dous aminoácidos.
REACTIVOS
A1 Carbonato sódico 2% en NaOH 0,1M
Na2CO3 20,0 g
NaOH 4,0 g
H2O estil. ata 1 L
Utilizábel con mostras neutras, estábel indefinidamente.
A2 Carbonato sódico 2% p/v
Utilizábel con mostras alcalinas, estábel indefinidamente.
B Sulfato cúprico (0,5% p/v) - Tartrato (1% p/v)
CuSO4.5H2O 0,5 g
Tartrato-Na2 (ó K2, ó Na-K) 1,0 g
H2O estil. ata 100 mL
C Reactivo de Folin & Ciocalteau
Na2WO4 . 2H2O 100 g
Na2MoO4 . 2H2O 25 g
H3PO4 85% 50 mL
HCl 37% 100 mL
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H2O estil. ata 700 mL
Manter a mestura a refluxo suave durante 10 horas nun matraz de
2L. Rematado o refluxo, engadir no mesmo matraz:
LiSO4 150 g
H2O 50 mL
auga de bromo 10 pingas
Ferver a mestura durante 15 minutos retirando o refrixerante, a fin de
eliminar o exceso do bromo, e deixar enfriar. Cando a mestura acade a
temperatura ambiente levar a 1L con auga estilada e filtrar. A solución
deberá apresentar unha cor amarela brilante sen tonalidade verduzca. Se
ésta aparecera co paso do tempo, eliminala engadindo unhas gotas de auga de
bromo e fervendo de novo segundo se indicou.
Resgardar o reactivo da luz e do pó, e mantelo refrixerado,
determínase a concentración do ácido por valoración con NaOH 1N, ata
viraxe da fenolftaleína. Para o seu emprego diluir ata obter unha
concentración equivalente a 1N. Debido ao tedioso da sua preparación, pódese
obter comercialmente cun contido ácido equivalente a 2N, refrixerado e na
escuridade consérvase por longos periodos de tempo.
R1 Disolución alcalina de cobre
A1 (A2 con mostras alcalinas) 50 mL
B 1 mL
Preparar imediatamente denantes do uso. Rexeitar logo de 24 horas.
R2 Reactivo de Folin & Ciocalteau 1 N
C(2N) 10 mL
H2O estil. ata 20 mL
Preparar imediatamente denantes do uso e manter na escuridade.
Reixetar logo de 8 horas.
PROCEDEMENTO
A 1 mL de mostra engadir 5 mL de R1, manter 10 minutos a
temperatura ambiente, engadir 0,5 mL de R2 e axitar imediatamente.
Agardar ~90 minutos (mostras claras) ou ~3 horas (mostras avoltas)
a temperatura ambiente, e medir a A750 nm (mostras esluídas) ou 500
(mostras concentradas) en cubeta de 1 cm contra un branco no que se
sustitúe a mostra con auga estilada.
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Este método aplicarase directamente ás alícuotas do efluínte ou de
meios de cultivo; as mostras de biomasa (tras homoxenizalas con area ou
alúmina, e diluilas) ou as suspensións celulares, trátanse con igual volume de
NaOH (1N), durante 24 horas a 30ºC. Neste último caso, o tratamento
alcalino aplicarase tamén as solucións patróns. Con mostras en NaOH 0,5N,
o emprego do reactivo A2 produce na mestura de reacción unha
concentración de NaOH equivalente a obtida con mostras neutras máis o
reactivo A1. Tal alcalinide adoita permitir, mantendo a refrixeración, a
conservanza da cor ata unhas 24 horas. Alcalinidades excesivas non só
rebaixan a absorbancia, senon que conducen a rápidas caídas da cor. Con
mostras avoltas adoitan obterse resultados máis exactos centrifugando unha
vez desenrolada a cor, do que facéndoo coa mostra denantes de proceder a
reacción.
PATRÓN E CALIBRADO
Solución de seroalbúmina bovina. O intervalo é de 0,05- 0,50 mg Pr/L.
4.9: Nitróxeno.
4.9.1: Nitróxeno total (N Kjeldahl).
4.9.1.1: Determinación espectrofotométrica.
FUNDAMENTO
O método (HAVILAH & al., 1977) aplícase a dixeridos Kjeldahl e baséase
na reacción do amoníaco (NH3), xerado pola conversión do (NH4{ EQ \S(+) }) en
condicións alcalinas, con ións hipoclorito que son xerados in situ pola hidrólise
alcalina do dicloroisocianurato sódico. Esta reacción forma monocloroamina
que reacciona cos ións salicilato en presencia de nitroprusiato sódico para
formar un composto azul, tipo indofenol, que é medido a 667 nm.
1. Mineralización.
Procédese a unha dixestión Kjeldahl das mostras.
REACTIVOS
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Mesturar, e moer nun morteiro ata obter un po fino.
R2 H2SO4 conc. ( r =1,84)
Nun tubo pirex engadir unha punta de espátula do catalizador (R1), a
mostra e 0,5 mL de R2. Introdúcese o tubo nunha praca calefactora para
levar ao cabo a dixestión. O volume da mostra, reducirase ao máis baixo
posíbel, tendo en conta a dilución, e non será en nengún caso superior ao de





3 330 ata mostra incolora
Unha vez mineralizada a mostra, e acade a temperatura ambiente,




R1 Reactivo de salicilato e nitroprusiato
C6H4(OH)(COO)Na 34,0 g
Na2Fe(CN)5NO.2H2O 0,24 g
H2O estil. ata 1 L
Pouco estábel. Debe prepararse pouco denantes do uso e gardalo na
escuridade.
R2 Reactivo de cianurato
Dicloroisocianurato sódico 0,25 g
A 15 mL
H2O estil. ata 1 L
PROCEDEMENTO
A 0,1 mL de mostra engadir 5 mL de R1 e 5 mL de R2, axitar. Manter
~30 minutos a temperatura ambiente, e medir a absorbancia a 667 nm en
cubeta de 1 cm contra un branco, no que se sustitúe a mostra por unha
solución de sulfúrico do 5% v/v.
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PATRÓN E CALIBRADO
Solución (NH4)2SO4. O intervalo é de 5 a 100 mg N/L.
P Patrón 100 mg N/L
(NH4)2SO4 471,7 mg
H2SO4 conc. ( r =1,84) 50,0 mL
H2O estil. ata 1 L
4.9.1.2: Determinación en autoanalizador de inxección en fluxo (FIA).
FUNDAMENTO
O fundamento é o mesmo que na determinación espectrofotométrica,
é medido a 660 nm. Empregamos o equipo LACHAT QUIKCHEM 4200.
Precisaremos facer unha mineralización previa. Ver o apartado 4.9.1.1.
O pH é controlado, acadando un pH alcalino cun tampón concentrado.
Esta neutralización en liña converte o catión amonio en amoníaco, e tamén
prevé o influxo do sulfúrico na cor da reacción posterior, que é sensíbel ao pH.
A presencia do EDTA no tampón prevé a precipitación do calcio e o magnesio.
A reacción transcurre a 60ºC e para evitar as burbullas do aire
presentes nos reactivos é preciso desgasificalos, ben nun baño de ultrasón ou
facendo burbullar helio abundantemente durante ao menos 1 minuto.
REACTIVOS





H2O estil. ata 1 L
Gardar en botella escura, desgasificar e manter nun lugar termo ou
preparalo diariamente.
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H2O estil. ata 1 L
Pouco estábel. Debe prepararse pouco denantes do uso, desgasificar e
gardalo na escuridade.
R4 Solución de hipoclorito
Lixivia (5,25% Hipoclorito sódico) 15,0 mL
H2O estil. ata 1 L




Indícase no esquema o fluxo dos reactivos. O tempo total da análise é
de 90 seg. A temperatura da reacción é 60ºC.
PATRÓN E CALIBRADO
Solución de sulfato amónico (NH4)2SO4. O intervalo é de 0,1 a 20 mg
N/L, modificando o rizo de entrada de mostra definimos dous rangos.
Rango concentracións (mg N /L) Rizo (cm) Método QuikChem
0,1 a 5,0 25 10-107-06-2-E
0,2 a 20,0 8 10-107-06-2-D
4.9.2: Amonio.
FUNDAMENTO
O fundamento é o mesmo que na determinación do nitróxeno total, é
medido a 660 nm. Empregamos o equipo LACHAT QUIKCHEM 4200.
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O pH é controlado, acadando un pH alcalino cun tampón concentrado.
Esta neutralización en liña converte o catión amonio en amoníaco.
REACTIVOS
A NaOH 2,5N




H2O estil. ata 1 L
Gardar en botella escura. É estábel durante 2 semanas.
R2 Reactivo de cianurato
Dicloroisocianurato sódico 0,80 g
A 100 mL
H2O estil. ata 1 L





Indícase no esquema o fluxo dos reactivos. O tempo total da análise é
de 70 seg. A temperatura da reacción é 60ºC.
PATRÓN E CALIBRADO
Solución de cloruro amónico (NH4)2Cl. O intervalo é de 0,01 a 2 mg
N/L.
Rango concentracións (mg/L) Rizo (cm) Método QuikChem
0,05 a 2,0 105 10-107-06-3-B
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4.9.3: Nitrato.
FUNDAMENTO
O método baséase na redución cuantitativa de nitrato a nitrito ao
atravesar a mostra unha columna de cadmio.
O nitrito é determinado por diazotización con sulfanilamida (4-
aminobencenosulfonamida) seguido dun acomplexamento con diclorhidrato de
N-1(1-naftil)etilendiamina (NED). O composto coloreado resultante ten unha




R1 Tampón cloruro amónico pH =8,5
NH4CL 85 g
Na2EDTA. 2H2O 1 g
H2O 800 mL
Lévase con A a pH =  8,5
H2O estil. ata 1 L
R2 Reactivo de cor
H3PO4 (85%) 100 ml
Sulfanilamida 40 g
NED 1 g
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Indícase no esquema o fluxo dos reactivos. O tempo total da análise é
de 60 seg. A temperatura da reacción é a temperatura ambiente.
Se queremos medir só o contido en nitrito, o fluxo non pasa a traveso
da columna de cadmio, cando pasa medimos o nitrato máis o nitrito presente.
PATRÓN E CALIBRADO
Solucións de KNO3 e NaNO2 respectivamente. O intervalo é de 0,02 a
2,0 N/L. Modificando o rizo de entrada de mostra definimos dous rangos.
Rango concentracións (mgN/L) Rizo (cm) Método QuikChem
0,02 a 1,0 50 10-107-04-1-A




Para a sua valoración utilízase a reacción do fosfomolibdato de
MURPHY & RILEY (1962), segundo a empregan STRICKLAND & PARSONS (1968).
O método baséase na reacción do anión fosfato (PO43-) co molibdato
amónico e máis o tartrato de antimonio e potasio baixo condicións ácidas para
formar un complexo fosfomolíbdico cuantificábel directamente ou ben logo da
sua redución (con ácido ascórbico), recurso que mellora notábelmente a
sensibilidade.
A salinidade e o pH inflúen na reacción, pH neutros e alcalinos
determinan interferencias cos silicatos (que co molibdato dan un complexo
silicomolíbdico semellante ao fosfomolíbdico) e pH moi ácidos rebaixan
fortemente a sensibilidade. Débese traballar, pois a pH lixeiramente ácidos.
Concentracións que, pola intensidade da cor desenrolada, permitirían o
emprego de cubetas de 1 cm, provocan a formación de flóculos na mestura de
reacción que inviabilizan a medida, polo que compre operar con solucións máis
esluídas e utilizar cubetas de 10 cm de camiño óptico.
No caso de interesar a determinación non só do fósforo inorgánico,
senon tamén do  fósforo orgánico e os polifosfatos, necesitaremos facer unha
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mineralización previa, co fin de transformar o fósforo en anión fósfato.
Procédese a unha dixestión Kjeldahl das mostras. Ver o apartado 4.9.1.1.
REACTIVOS
A Heptamolibdato amónico 3% p/v
[(NH4)6Mo7O24·4H2O] 7,5 g
H2O estil. ata 250 mL
B H2SO4: H2O 18 : 82 v/v
C Acido ascórbico 5,4 % p/v
Pouco estábel, preparar pouco denantes do uso.
D Tartrato Sb, K 0,14 % p/v
[K(SbO)C4H406. 1/2H2O] 0,35 g
H2O estil. ata 250 mL
R Reactivo definitivo






A 1 volume de mostra (30 mL) engadir 0,1 volumes de R (0,3 mL).
Manter ~1 hora a temperatura ambiente e medir a absorbancia a 815
ou 885 nm en cubeta de 10 cm contra un branco, no que se sustiúe a mostra
por auga estilada. A determinación a 815 nm resulta máis estábel.
PATRÓN E CALIBRADO
Preparar as solucións seguintes:
P1 1,50 g P/L
KH2PO4 6,590 g
H2O estil. ata 1 L
P2 1,50 mg P/L
P1 1,0 mL
H2SO4 conc. ( r =1,84) *1,0 mL
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H2O estil. ata 1 L
* Somentes no caso de determinar mostras mineralizadas.
O intervalo é de 0,025 a 0,250 mg P/L.
4.10.2: Determinación en autoanalizador de inxección en fluxo (FIA).
FUNDAMENTO
É o mesmo que na determinación colorimétrica. Empregamos o equipo
LACHAT QUIKCHEM 4200. Determinaremos o fósforo total. Ver o apartado
4.10.1.
A reacción transcorre a 37ºC e para evitar as burbullas do aire
presente nos reactivos é preciso desgasificalos, ben nun baño de ultrasón ou
facendo burbullar helio abundantemente durante ao menos 1 minuto.
REACTIVOS
A Tartrato Sb, K 0,3% p/v
K(SbO)C4H406. 1/2H2O 3,0 g
H2O estil. ata 1 L
Gardar en botella escura e refrixerar
B Heptamolibdato amónico 4% p/v
(NH4)6Mo7O24·4H2O 40 g
H2O estil. ata 1 L
Axitar durante 4 horas, e gardar en plástico e refrixerar.
R1 Reactivo de molibdato, de cor
H2SO4 conc. 35,0 mL
A 72,0 mL
B 213,0 mL
H2O estil. ata 1 L
Engadir o sulfúrico sobre 500 mL de auga, axitar, enfriar, e engadir os
reactivos no orde indicado, axitar paseniño, levar a volume. Desgasificar.
R2 Solución redutora de ácido ascórbico
Acido ascórbico 60,0 g
H2O estil. ata 1 L
Axitar, levar a volumen, e degasificar con ultrasón.
SDS 1,0 g
Axitar con axitador, coidando non facer escuma, non desgasificar.
Preparar novo cada 2 ou 3 días.
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R3 Solución de enxaugue
NaOH 65,0 g
Na4EDTA 6,0 g
H2O estil. ata 1 L
Gardar en botella escura e refrixerar.
R4 Eluínte, H2SO4 5,0% v/v
T Transportador, NaCl 8,1 % p/v
PROCEDEMENTO
Indícase no esquema o fluxo dos reactivos. O tempo total da análise é
80 seg. A temperatura da reacción é 37º C. Se aparecen precipitados ou resto
do reactivo de cor no sistema, débese enxaugar o reactivo coa solución (R3).
Se necesitamos diluir calquera mostra, non facelo con auga senon con R4.
PATRÓN E CALIBRADO
Emprégase como patrón o KH2PO4. Rango: 0,02 a 5,0 mgP/L.
Rango concentracións (mgP/L) Rizo (cm) Método QuikChem
0,02 a 5,0 25 10-115-01-1-C
4.11: Cloruro.
FUNDAMENTO
Trátase do método argentométrico de Volhard (BERMEJO, 1963).
Consiste nunha valoración por retroceso; ao engadir a unha solución (a
valorar) de NaCl un exceso de AgNO3, todo o Cl- precipita como AgCl,
quedando en solución o exceso de prata.
Cl{  EQ \S\up5(-)  }+ AgNO3 ®  AgCl + NO3{ EQ \S\up5(-)  }+Ag{  EQ \S\up5(+) }
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Se nestas condicións se engade un indicador (solución saturada de
sulfato férrico amónico), ao adicionarse tiocianato potásico ou amónico,
mentres haxa exceso de prata terá lugar a reacción:
SCN{ EQ \S\up5(-)  }+ Ag{ EQ \S\up5(+)  } ®  AgSCN e, ao esgotarse a prata
SCN{ EQ \S\up5(-)  }+ Fe{ EQ \S\up5(3+)  } ®  Fe(SCN)3
formándose un complexo que provoca a aparición dunha cor vermella-ladrillo.
REACTIVOS
R1 AgNO3 0,1N
R2 KSCN 0,1 N
R3 Indicador férrico
Solución saturada de FeNH4(SO4)2. 12 H2O
R4 HNO3 conc. 65% p/p
PROCEDEMENTO
1. Tomar un volume de mostra de 1 mL e botalo nun matraz
Erlenmeyer de 150 mL e engadir 10 ml de H2O estilada, 10 mL de nitrato de
prata (R1) e 2 mL de ácido nítrico (R4).
2. Someter o conxunto a ebulición para eliminar a materia orgánica
que poida conter a mostra.
3. Deixar enfriar e engadir unhas pingas do indicador (R3).
4. Valorar co tiocianato potásico (R2) ata aparición de cor vermella-
ladrillo, e anotar o volume consumido.
PATRÓN E CALIBRADO
A reacción é equivalente a equivalente. Empregaremos como patrón
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O fundamento da reacción é a formación dun complexo cun ligando
capaz de dar aneis pechados (quelatos) de alta estabilidade (BERMEJO, 1963).
En particular utilizaremos o complexo denominado complexona III, que é o sal
disódico do ácido etilendiaminotetraacético (AEDT), xa que é moi solúbel en
auga e considérase sustancia patrón.
REACTIVOS
R1 AEDT-Na2 0,01 M
AEDT-Na2 .2 H2O 3,7 g
Cl2Mg.6 H2O 0,1 g
H2O estil. ata 1 L
R2 Disolución tampón pH=10
NH4Cl 67,5 g
NH3 conc. ( r =0,90, 27%p/p) 570 mL
H2O estil. ata 1 L
R3 Negro de eriocromo T 0,5% p/v
PROCEDEMENTO
1. Tomar un volume de mostra de10 mL e botalo nun matraz
Erlenmeyer de 250 mL e diluir aproximadamente con 90 ml de H2O estilada.
A mostra estará compretamente clara, do contrario é preciso filtrala.
2. Engadirlle 2 mL da solución tampón (R2).
3. Engadir o indicador (R3). O indicador erio T, precisa estar en boas
condicións (estropéase co tempo), a cantidade non debe exceder as duas
pingas por 100 mL de mostra.
4. Valorar coa solución de AEDT (R1) ata a viraxe de vermello a azul
feble persistente, anotar o volume consumido. Ao tratarse da formación dun
complexo debe adicionarse lentamente a disolución de AEDT.
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PATRÓN E CALIBRADO
A reacción é equivalente a equivalente. A cantidade a valorar de Ca+2
non pode sobrepasar uns cantos milimoles por litro. Empregaremos como
patrón unha solución que conteña do orde de 300 mg Ca/L.
Se o calcio que determinamos é o contido no sal gluconato cálcico,
para calcular a concentración do sal ou do ácido equivalente, utilizamos a
relación definida nesta ecuación.
2 GNH + Ca+2 ®  (GN)2 Ca + 2H+
4.13: Peróxido de hidróxeno.
FUNDAMENTO
O fundamento da medida é a reacción do peróxido de hidróxeno co
permanganato en disolución ácida, con redución deste e desprendimento de
osíxeno (BERMEJO, 1963).
Tanto o permanganato como o peróxido son compostos usados
normalmente como oxidantes, pero en condicións ácidas o permanganato
posúe maior poder oxidante e actúa como tal, e o peróxido é o redutor.
2 KMnO4 + 3 H2SO4+ 5 H2O2 ®  K2SO4 + 2 MnSO4 + 5 O2 + 8 H20
Mn+7 + 5 e- ®  Mn+2
2O- ®  O2 + 2 e-
REACTIVOS
R1 H2SO4: H20 (1:1) (v/v)
R2 KMnO4 0,1 N (0,02M)
KMnO4 3,16 g
H2O estil. ata 1 L
PROCEDEMENTO
1. Tomar un volume de mostra de 10 mL e botalo nun matraz
Erlenmeyer de 250 mL e diluir aproximadamente con 90 ml de H2O estilada.
Non manter a solución de peróxido de hidróxeno destapada, xa que perde O2,
4: Métodos analíticos
II: Materiais e métodos  –103–
alterándose a sua composición. A mostra debe tomarse directamente da
solución nai.
2. Engadirlle 10 mL da solución de sulfúrico (R1).
3. Valorar coa solución de permanganato (R2) ata a viraxe a rosa
permanente, e anotar o volume consumido. Ao tratarse dunha valoración con
KMnO4 debe axitarse durante a valoración e engadir un volume considerábel
ao principio desta, para rematar pinga a pinga.
A concentración en volumes, defínese como o volume do osíxeno
desprendido (medido en condicións normais) para un volume dado de auga
osixenada.
PATRÓN E CALIBRADO
A reacción é equivalente a equivalente. Empregaremos como patrón
H2O2 comercial de 30 vol., diluindo ata acadar unha concentración de 0,05 N.
4.14: FAD.
FUNDAMENTO
Segundo O'MALLEY & WEAVER (1972) o FAD (Dinucleótido da flavina
adenina) libre apresenta dous máximos de absorbancia (377 e 448 nm) e pola
sua unión coa enzima desprazamentos característicos a 381 e 452 nm.
Segundo SWOBODA & MASSEY (1965) a 450 nm o FAD libre ten un 84% da
absorbancia da enzima nativa.
PROCEDEMENTO
Determínase o espectro de absorción Ultra-Vis entre 310 e 550 nm,
compróbase que as solucións apresenten os dous máximos característicos e
mídese a absorbancia a 450 nm en cubeta de 1 cm contra auga.
PATRÓN E CALIBRADO
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As técnicas manométricas baséanse na lei dos gases ideais, para
unha cantidade determinada dun gas,
PV=RT
sendo R unha constante. Se mantemos duas das tres variábeis constantes, e
ocurren algúns cambios na cantidade de gas no sistema, a modificación na
variábel non constante reflicta a medida da alteración. Se mantemos a T e o
V constante a medida do cambio na P dá a  cantidade de gas consumido ou
liberado. Éste é o método a volume constante ou método WARBURG (UMBREIT
& al., 1972).
REACTIVOS
Coa finalidade de conseguir unha maior sensibilidade emprégase como
líquido manómetrico un fluído distinto ao mercurio (r = 13,6).
A Fluído de Brodie
NaCl 23 g
Desoxicolato sódico 5 g
H2O estil. ata 500 mL
densidade = 1,033 a 20ºC P0= 10.000
B Fluído de Krebs
NaBr anhidro 44 g
Triton X-100 0,3 g
Azul de Evans 0,3 g*
H2O estil. ata 1000 mL
* Fucsina ácida para cor vermello
densidade = 1,033 a 20ºC P0= 10.000
PROCEDEMENTO
Un tipo de respirómetro de amplo uso é o comunmente chamado
instrumento Warburg.
O aparato consiste nun matraz desmontábel equipado con un ou máis
brazos e unido a un manómetro que contén un líquido de densidade coñecida. O
matraz está submerxido nun baño de auga a temperatura constante, e entre
lecturas o sistema é axitado para conseguir un intercambio gaseoso rápido
entre o líquido e a fase gas. O manómetro ten un extremo aberto e outro
pecho. Escóllese un ponto de referencia na rama pecha do manómetro, e
anotase o valor acadado na rama aberta. Na incubación o líquido ascende na
rama pecha e descende na aberta, para medir a variación de volume axústase
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o valor da rama pecha ao de referencia, e anotase o valor acadado na rama
aberta.
Figura II.4.1. Manómetro Warburg
Coñecido o volume de fase gaseosa e do líquido no matraz , a
temperatura da operación, e o volume de gas intercambiado (p.e. 29 mm) e a
densidade do líquido no manómetro, calcúlase a cantidade de gas consumido   
(se somentes un úneco gas está sendo intercambiado).
x= { EQ \S\do1( h k) }
onde
x cantidade de gas intercambiado
h variación na lectura da rama aberta
k constante do matraz
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5: Métodos de separación e purificación.
5.1: Técnicas de ultrafiltración.
Empregaremos técnicas de ultrafiltración tanto na obtención de
meios con altas concentracións de glicóxeno, como na separación posterior
aos cultivos dos dous produtos de interés, a GOD e o ácido glicónico, así como
na purificación da GOD.
O meio a ultrafiltrar descomponse en duas fraccións, retido e
permeado, sendo o retido aquela fracción que contén os solutos de peso
molecular maior ao corte das membranas e permeado (filtrado) aquela que
non as contén.
O proceso de ultrafiltración lévase ao cabo a duas escalas de volume,
a pequeno volume utilízase un sistema de filtración tanxencial de pracas
Minitan (MILLIPORE), e a gran volume un equipo Amicon DC 10LA (AMICON)
con cartuchos de febra oca. No equipo Minitan úsanse entre 4 e 10 pracas,
cunha superficie por praca de 60 cm2 e un caudal de filtrado total de » 10
mL/min. No Amicon empréganse 1 ou 2 cartuchos de febra oca cunha
superficie por unidade de 0,88 m2 e un caudal de filtrado total de » 1L/min.
Ao cabo compróbanse a separación e os cortes moleculares
empregando ultrafiltración por centrifugación mediante os filtros Centricón
(AMICON).
Na concentración do glicóxeno o tratamento realízase con límite de
corte nominal de 100 KDa, nos outros dous procedementos emprégase o corte
a 100 e 30 KDa.
As modalidades de operación aplicadas na ultrafiltración son:
1: Concentración, na que se manteñen ao mesmo nivel a
concentración dos solutos de peso molecular menor ao corte, sendo iguais no
retido e no filtrado, aumentando na sua concentración os de maior peso.
2: Diafiltración, con adición dun caudal de auga estilada equivalente ao
de saída, redúcese a concentración dos de menor peso mantendo constante a
dos de maior.
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Tanto o proceso de obtención de meios concentrados do tipo nM, como
o de separación dos dous produtos de interese lévase ao cabo en varias fases,
coincidentes coas modalidades de operación.
5.1.1: Meios concentrados.
1: Fase de concentración, con membranas de corte de 100 KDa,
mantense ata acadar un volume de retido equivalente a un 1/10 do inicial. No
retido remanece o glicóxeno e a maioría das proteínas; no permeado os niveis
de micronutrintes, zucres redutores, material peptídico de baixo peso
molecular e salinidade son idénticos aos do retido, cun contido en materia
orgánica baixo (11% da DQO inicial) e un baixo nivel de contaminación.
Empregamos parte deste permeado para diluir o retido e obter meios con
distinto contido en glicóxeno e idéntico en micronutrintes.
2: Fase de diafiltración, na que a drenaxe do permeado compénsase
por adición continua de auga estilada (que pode sustituirse por auga corrente),
mediante unha bomba peristáltica. Deste xeito obtéñense meios con baixos
niveis de nitróxeno (só remanece o proteico), de fósforo e de sais, necesarios
para empregar na optimización do meio de cultivo. Tamén se emprega esta
fase naqueles cultivos que esixan un déficit dun nutrinte, por exemplo o N, na
produción de xiberelinas (PASTRANA, 1991) e P na de ácido cítrico (PINTADO,
1995), así como o baixo contido en NaCl na produción de amilasas (TORRADO,
1997).
3: Fase de concentración, ata chegar ao nivel de glicóxeno desexado.
5.1.2: Separación dos produtos.
1: Fase de concentración, con membranas de corte de 100 KDa
mantense ata acadar un volume de retido equivalente a un 1/20 do inicial. No
permeado estará o ácido, quedando no retido a enzima.
2: Fase de diafiltración, do retido da fase 1, na que a drenaxe do
permeado compénsase por adición continua de auga estilada. Deste xeito
eliminamos as proteínas de baixo peso molecular así como os restos do sal do
ácido glicónico. Unha primeira fracción deste permeado engádese ao filtrado
da fase 1.
3: Fase de concentración, do retido da fase 2, con membranas de corte
de 100 KDa mantense ata acadar unha concentración da enzima, que permita
unha cómoda liofilización.
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4: Fase de concentración, do filtrado da fase 1, con membranas de
corte de 30 KDa mantense ata acadar un volume de retido equivalente a un
1/20 do inicial. No retido estarán as proteínas de peso comprendido entre 30 e
100 KDa, e no permeado o ácido. Deste xeito facemos unha limpeza previa da
solución ácida.
A concentración dos postincubados de A. oryzae lévase ao cabo por un
procedemento análogo, operando cun corte a 30 KDa. Nun caso típico, un
volume de postincubado de 50 L redúcese a 2,5 L nunha primeira fase de
concentración. Tras dunha fase de diafiltración na que engaden de 10 a 20 L
de auga estilada, o retido concéntrase finalmente ata 0,3-0,5 L, volume que,
por liofilización, proporciona un preparado amilolítico pulverulento, de alta
estabilidade.
5.2: Aillamento e purificación dos produtos.
5.2.1: Purificación da glicosa oxidasa.
A purificación parcial da enzima GOD a partir dun postincubado,
consta das seguintes etapas:
1: Partimos dun concentrado da fase 3 do apartado precedente.
2: Liofilización para obter un preparado pulverulento de aspecto
similar ao preparado comercial SIGMA G-7141.
3: Resuspensión de 4,88 g da enzima en 24 mL de tampón acetato 0,1
M; pH=4,5.
4: Absorción da enzima sobre dunha columna de Sephadex CM-50 (2,5
x 30 cm), e lavado con 300 mL do mesmo tampón. É eluída unha fracción
solúbel, amarela, de baixa actividade. Aparecen na columna 2 bandas, unha
marrón na parte superior e outra amarela a seguir desta, que non son eluídas
co mesmo tampón a pH=5,0.
5: Lávase a columna con 110 mL de tampón acetato 0,4 M; pH=5,0.
Recóllense 15 fraccións, as duas bandas son eluídas e recollidas por separado
nas fraccións 11 e 12 respectivamente. A banda amarela é a que apresenta
maior actividade GOD; con respeito a banda marrón a amarela apresenta 2,5
veces máis actividade.
6: A fracción de maior actividade dialízase fronte a auga, durante
unha noite, baixo axitación, e a 5º C. Liofilízase para posterior electroforese.
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5.2.2: Recuperación do gliconato cálcico.
O esquema (figura II.5.1) recolle o método enpregado no aillamento do
sal cálcico do GnH (CONTASTINESCU & al., 1990; SHAH & KOTHARI, 1991; 1993);
















Quentar e manter ( 80-90ºC)
Engadir (Carbón activo, 2% p/p)
Axitar (1 hora, 80-90ºC)
Filtrar (Papel, a vacío)
Filtrar (Papel, a vacío)
Levar a pH=5,4±0,1; (Con CaCO
3
)
Axitar (1 hora, 60ºC)
Engadir (Carbón activo, 2% p/p)
Filtrar (Papel, a vacío)
Concentrar (Evaporación)
Engadir (Metanol, 15% v/v)
Manter (15 horas, 5ºC)
Filtrar (Papel, a vacío)
Arrefriar (»  15ºC)
Engadir (Metanol, 15% v/v)
Manter (15 horas, 5ºC)
Filtrar (Papel, a vacío)
Lavar (Auga estilada, 5ºC)
Secar (Estufa, 80ºC)
Ultrafiltración  (30KD)
Figura II.5.1: Esquema da precipitación e aillamento do gliconato cálcico
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5.3: Isoelectroenfoque e electroforese.




A separación das proteínas polo seu pI en xeis horizontais de
poliacrilamida. O primeiro desenrolo fíxose entre os pH 3,5-9,5, e ao aparecer
as bandas na zona ácida, decidiuse ampliala e cambiouse a outro rango máis
ácido (2,5-5).
REACTIVOS E MATERIAL
A Sistema de electroforese de leito horizontal Multiphor II (PHARMACIA
BIOTECH18-1018-06).
B1  Xel de poliacrilamida, Ampholine PAGplate pH 3,5-9,5; T= 5%, C=3%
(PHARMACIA BIOTECH 80-1124-80). Dimensións: 110*100 *1,0 mm.
B2  Xel de poliacrilamida, CleanGel IEF, T= 5%, C=3% (PHARMACIA
BIOTECH 18-1035-32). Dimensións: 110*100* 0,43 mm.
C Baño de hidratación (PHARMACIA BIOTECH 18-1031-58).
D Anacos de papel de filtro, para carregar a mostra.
E Anfolito Pharmalyte (2,5-5) (PHARMACIA BIOTECH 17-0451-01).
F Electrolitos
rango pH solución anodo solución cátodo
3,5-9,5 H3PO4 1M NaOH 1M




H2O estil. ata 5,25 mL
R2 Solución fixadora
Ácido tricloroacético 20 g
Acido Sulfosalicílico 5 g
H2O estil. ata 100 mL
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R3 Solución distinxidora
Etanol 250 mL
Ácido acético glacial 80 mL
H2O estil. ata 1 L
R4 Solución tinxidora






As concentracións das mostras (mgPr/mL) son:
Enzima nosa crúa e purificada: 3 mg/mL
Enzima SIGMA (G-7141): 1 mg/mL
Colocamos na posición máis cercana ao cátodo os anacos de papel,
carregamos neles 10 m L de mostra e desenrolamos a mostra.
As pracas Ampholine PAGplate non precisan rehidratación; para as
CleanGel IEF introducimos o xel na solución rehidratante, e mantémola ao
menos unha hora, retírase e sécanse as gotas adheridas a superficie.
Enfriamos o equipo e mantémolo durante o proceso a 10ºC, colocamos
o xel, e desenrolamos o gradiente de pH, as condicións son:
Voltaxe(V) Intensidade (mA) Potencia (W) Tempo (min.)
1000 10 5 30
Colocamos na posición correspondente os anacos de papel, engadimos
neles 10 m L de mostra e desenrolamos a mostra coas condicións:
Voltaxe(V) Intensidade (mA) Potencia (W) Tempo (min.)
2000 10 10 90
Posteriormente introdúcese o xel na solución fixadora durante 30 min.
Lávase con R3 durante 10 min., logo introdúcese  na solución tinxidora entre
4 horas e unha noite. Lávase o xel coa solución distinxidora 3 veces e colócase
na solución preservadora durante 1 hora, e sécase a temperatura ambiente
durante unha noite.
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PATRÓN E CALIBRADO
Empregamos como patrón unha mestura de calibración a pI baixos
(pH=2,5-6,5) (PHARMACIA BIOTECH 17-0472-01), contén os seguintes patróns.
Proteína pI (24º C±1,5º C)
Pepsinóxeno 2,80
Glicoamilasa 5,50
Vermello de metilo (colorante) 3,75
Glicosa oxidasa 4,15
Inhibidor de tripsina de soia 4,55
b-lactoglobulina A 5,20
Anhidrasa carbónica bovina B 5,85
Anhidrasa carbónica humana B 6,55
5.3.2: Electroforese.
FUNDAMENTO
Este método baséase na separación mediante unha corriente
eléctrica en xel de poliacrilamida da enzima glicosa oxidasa, xa sexa en
condicións nativas ou desnaturalizantes (LÄMMLI, 1970), facendo a sua
detección posterior tinxindo co reactivo de Coomassie, e se a electroforese é
nativa empregando o sistema peroxidasa/o-dianisidina.
REACTIVOS E MATERIAL
A1 Tampón tris-HCl 3 M; pH = 8,8
Tris(hidroximetil)aminometano 36,6 g
H2O estil. ata 100 mL
Lévase a pH con HCl conc.
A2 Tampón tris-HCl 0,5 M; pH = 6,8
Tris 6,06 g
H2O estil. ata 100 mL





H2O estil. ata 100 mL
C Dodecil sulfato sódico (SDS) 10%
D Acelerador
Tetrametil etilendiamina (TEMED)
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G 1,4 Ditiotreíta (DTT) 0,8M
H Azul bromo fenol 1%
R1 Solución distinxidora
Metanol 400 mL
Ac. acético glacial 100 mL
H2O estil. 500 mL
R2 Solución tinxidora
Azul de Coomassie (SIGMA B-0149) 40 mg
R1 100 mL
5.3.2.1: Electroforese desnaturalizante en SDS.
REACTIVOS E MATERIAL
X1.1 Xel de separación
A1 1 mL
B 3,58 mL
C 80 m L
H2O estil. 3,22 mL
Desgasificar 15 min. a 60 rpm en rotavapor
D 5 m L
E 10 mg
X2.1 Xel de apilamento
A2 0,8 mL
B 1,4 mL
C 80 m L
H2O estil. 4,4 mL
Desgasificar 10 min. a 60 rpm en rotavapor
D 2,5 m L
E 10 mg
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H2O estil. 2,0 mL




H2O estil. ata 1,0 L
PROCEDEMENTO
Tratamento das mostras
As mostras son as mesmas que no isoelectroenfoque.
Nun tubo Eppendorf engadimos 50 m L de mostra e 100 m L de tampón
de mostra (T1.1), introdúcese nun baño de auga a 100ºC durante 4 min.
Colócanse 20 m L da mestura nas pociñas do xel, e desenrolamos a
mostra coas condicións:
Voltaxe(V) Intensidade (mA) Potencia (W)
500 40 150
Despois da electroforese tinximos o xel.
5.3.2.2: Electroforese nativa.
REACTIVOS E MATERIAL
X1.2 Xel de separación
A2 2 mL
B 4,6 mL
H2O estil. 9,160 mL
Desgasificar 15 min. a 60 rpm en rotavapor
D 5 m L
E 10 mg
X2.2 Xel de apilamento
A2 0,8 mL
B 1,4 mL
H2O estil. 4,48 mL
Desgasificar 10 min. a 60 rpm en rotavapor
D 2,5 m L
E 10 mg
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H2O estil. 2,8 mL
T2.2 Tampón de electoforese 0,2 M; pH = 7,0
Glicina 14,4 g
H2O estil 800 mL
Lévase a pH con A3
H2O estil. ata 1,0 L
PROCEDEMENTO
Tratamento das mostras
A 50 m L de mostra engádenselle 100 m L de tampón de mostra.
Colócanse 20 m L da mestura nas pociñas do xel. Duplícanse as mostras e
desenrólase nas mesmas condicións da electroforese convencional.
Unha vez desenrolado, o xel divídese en duas partes, unha delas
trátase como na electroforese convencional e na outra visualizamos a enzima
co sistema peroxidasa/o-dianisidina.
Sistema peroxidasa/o-dianisidina
O baseamento deste sistema é o do método GOD (ver 3.1).
REACTIVOS
A Tampón acetato 0,1 M; pH = 5,1
R1 Solución de sustrato
Peroxidasa (PO) 500,0 UE
Glicosa 50,0 mg
O-dianisidina 5,0 mg
A ata 50 mL
PROCEDEMENTO
O xel unha vez desenrolado, ínchase en auga estilada durante 120
min, co fin de facilitar a difusión dentro do xel da peroxidasa (pm=50.000).
Sumérxese na solución de sustrato R1, aparecendo bandas marróns, nas
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zonas de localización da GOD no xel, sobre dun fondo non coloreado. A
cuantificación faise mediante un densitómetro.
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6: Métodos estadísticos.
En diversos pontos da presente memoria faise uso da regresión lineal
múltiple ortogonal, en plans tanto estrictamente lineais, como lineais nos
parámetros, con inclusión de termos aditivos, multiplicativos e cuadráticos.
Ademáis de posibilitar un cálculo moi simple dos parámetros –o cal
constitúe un aspecto sen demasiado interés cos instrumentos de
computación actualmente disponíbeis– este tipo de plantexamentos
representou unha ferramenta particularmente útil en moitas das situacións
que caracterizaron o tipo de aproximación que aquí se levou ao cabo a
problemática dunha produción microbiana. Sen sobreestimar o valor dos
modelos puramente empíricos que deste modo se obteñen, cabe sinalar agora
algúns dos aspectos chave desta metodoloxía.
En sistemas como os correspondentes ao cultivo en estado sólido,
tratábase de investigar a resposta dun sistema pouco coñecido a priori, pero
no que era razoábel esperar efeitos de diversas variábeis independentes, así
como das suas interaccións.
En todas estas circunstancias facíase preciso pois, ao menos como
unha primeira aproximación, ensaiar a descripción mediante modelos que
incluíran termos con produtos de varias variábeis, o cal fai moi pouco seguros
os diseños que non eviten unha matriz de variábeis independentes na que
fique eliminada a covarianza. Adicionalmente, os diseños ortogonais
necesarios para o cumprimento desta restrición, conducen a estimacións non
correlacionadas dos coeficientes, o que permite unha maior axilidade na
valoración dos modelos alternativos a propoñer para unha determinada serie
experimental, as superficies de resposta poden verificarse axiña, sen
necesidade de recálculos subseguintes a eliminación ou admisión dun
coeficiente.
Para a construción das matrices de diseño seguéronse en tódolos
casos os procedementos descritos por AKHNAZAROVA & KAFAROV (1982) e
BOX & al., (1989), codificando as variábeis no intervalo [–1,1] e levando ao
cabo réplicas ao menos cuádruples no centro do dominio experimental.
A significación dos coeficientes (calculados polo método dos mínimos
cadrados) verificouse mediante o test do t de Student co a £ 0,05. Aínda que en
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nengún caso se admitiron coeficientes con menor nivel de significación, en
ocasións analizáronse as modificacións do modelo derivadas do aumento ou da
disminución do rigor do antedito test.
A consistencia do modelo verificouse por medio da análise da
varianza, asimesmo con a £ 0,05, aplicado simultáneamente ás catro
relacións de cadrados medios seguintes:
F1 = { EQ \F(CMM;CME) } modelo aceptábel se F1 ³  F{ EQ \S(num;den) }
F2 = { EQ \F(CM(M+desaxuste);CMM) }
modelo aceptábel se F2 £  F{ EQ \S(num;den) }
F3 = { EQ \F(CME;CMEexp) }
modelo aceptábel se F3 £  F{ EQ \S(num;den) }
F4 = { EQ \F(CMdesaxuste;CMEexp) }
modelo aceptábel se F4 £  F{ EQ \S(num;den) }
onde as correspondentes sumas de cadrados e degraos de liberdade obtéñense
de acordo co esquema:
Sumas de Cadrados Degraos de Liberdade
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n Número total de observacións, en principio distribuídas en r grupos de réplicas,
con n1, n2, …nr réplicas por grupo (n1 + n2 + nr = n). Se só se realizan réplicas
(n0) no centro do dominio, terase que n–r = n0–1.
ps Número de parámetros significativos do modelo.








Media das réplicas de cada grupo. As observacións ailladas contan como
















Media global das n observacións.
O coeficiente de determinación na sua forma convencional:
r2 = { EQ \F(SCM;SCT) }
corríxese, para penalizar o aumento das variábeis independentes, de acordo
coa expresión:
r2 axustado = 1 – { EQ \B\bc\((\F(SCE x degraos de liberdade totais;SCT x
degraos de liberdade do erro)) }
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Para contemplar a posibilidade de termos cuadráticos, é preciso
ampliar o número de observacións, engadindo ao diseño primitivo, por cada
variábel con posíbel efeito cuadrático, os pares de pontos (–a ,0,...0) e (a ,0,...0).
En tal caso pode optarse pola conservación da ortogonalidade, ou polo traballo
nun ámbito de resposta isovariante (deseño rotábel).
No primeiro caso, os valores de a  veñen dados (sendo k o número de
variábeis e n0 o de réplicas do ponto central) polas solucións positivas á
ecuación:
a 4 + 2k a 2 – 2(k–1) (k+0,5n0) = 0
Para que a matriz de varianzas-covarianzas dos coeficientes
manteña o carácter diagonal, os valores xa codificados das columnas
cuadráticas (X{ EQ \ S(2;•j) }) da matriz de variábeis independentes
transfórmanse agora (Z{ EQ \S(2;•j) }) mediante a expresión:
Z{ EQ \S(2;•j)  }= x{ EQ \S(2;ij)  }– { EQ \F( å x \ S(2;ij);n) }
Tal transformación únicamente altera os valores do termo
independente b0 e da sua varianza Var(b0), que pasan a ser a0 e Var(a0). A
obtención dos primitivos lévase ao cabo mediante:
b0 = a0 – { EQ \F( å x \ S(2;ij);n) (b11 + b22 +…+ bkk) }
Var(b0) = Var(a0) – { EQ \B\bc\(( \F( å x \ S(2;ij);n)) \S\up15(2) (b11 + b22 +…+ bkk)
}
sendo os bjj os coeficientes dos términos cuadráticos.
De optarse polo diseño rotábel, na matriz experimental os pontos
distribúense sobre dunha circunferencia (esfera ou hiperesfera) circunscrita a
un cadrado (cubo ou hipercubo) que ten de lado (arista) o valor 1– (–1) = 2. En
tal caso, os valores de a  obtéñense mediante:
a  = { EQ \R(;\B\bc\(( \R(;2))
n
) }
Outros detalles relativos á execución dos plans experimentais, así
como os recursos concretos aplicados á búsqueda dunha mellora da resposta
dacordo co método do gradinte de aproximación lineal, descrébense de maneira
suficiente nas correspondentes seccións de resultados.
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III: RESULTADOS E DISCUSIÓN
1: Producións de glicosa oxidasa e ácido glicónico...
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1: Producións de glicosa oxidasa e ácido glicónico por A.
niger en cultivo submerxido e en estado sólido. Ensaio
preliminar.
O obxectivo deste ensaio centrouse na obtención de duas valoracións
globais. En primeiro lugar, a da capacidade dos meios derivados dos EPM para
as producións de interese, así como a dos posíbeis criterios para o axuste da
sua composición en nutrintes diferentes da fonte de carbono (básicamente
nitróxeno, fósforo e calcio). En segundo termo, a comparanza dos resultados
de duas modalidades de cultivo: submerxido convencional e en estado sólido
(con escuma de poliuretano embebida no meio), ámbalas dúas en réxime
discontinuo.
Nos diversos meios de cultivo que se formulan na bibliografía para a
produción de ácido glicónico e/ou glicosa oxidasa (véxanse táboas I.4.1 e I.5.1),
cabe apreciar duas estratexias básicas para eliminar en forma de sal o ácido
xerado, contrarrestando o progresivo descenso do pH que determina a sua
acumulación e que remata por deteriorar a capacidade productiva.
A primeira delas (por exemplo en BLOM & al., 1952) consiste na adición
continua de NaOH durante a incubación, mantendo o pH no intervalo 6,0-6,5.
A segunda baséase na utilización de meios cun nivel inicial máis ou menos
importante de sais cálcicos (MÜLLER, 1936; MUNK & al., 1963; ZETELAKI & VAS,
1968; FIEDUREK & al., 1986) ou sódicos (MARKWELL & al., 1989; WITEVEEN & al.,
1990).
Este último recurso xerou á sua vez unha certa diversidade de
criterios. Supoñendo, por simplificar, que a bioconversión en glicónico dos
equivalentes iniciais de glicosa é total (o rendemento adoita situarse nos
arredores do 90% do valor teórico), é posíbel clasificar os meios máis
frecuentes nos seguintes grupos:
a) Niveis moderados de nitrato cálcico ou sódico, moi por baixo das
esixencias estequiométricas da neutralización do glicónico potencial
(MARKWELL & al., 1989; MÜLLER., 1936), que constitúen a úneca fonte de N que
contribúe ás necesidades nutricionais do microorganismo (en WITEVEEN & al.,
1990, engádese un complemento de extracto de leveduras) e que non exceden
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esaxeradamente, polo demáis, das concentracións razoábeis se o seu papel
fora estritamente o de nutrintes.
b) Niveis intermedios de nitrato cálcico (MUNK & al., 1963), moi por
baixo aínda (~30%) das necesidades estequiométricas impostas pola
neutralización do glicónico potencial, pero moi por riba das concentracións
axeitadas como fonte de N. Aínda aquí considerándose o calcio o factor
esencial, apúntase asimesmo a importancia do anión, dados os resultados
negativos subseguintes á sustitución do nitrato por carbonato cálcico.
c) Altos niveis de carbonato cálcico, combinados cun aporte de N en
forma de peptona (FIEDUREK & al., 1986), e que chegan mesmo a excederen
(~155%) as necesidades estequiométricas que impoñería a neutralización do
glicónico potencial.
Naturalmente, o control continuo do pH por adición dun álcali parece,
en principio, o recurso máis simple. Existen, porén, nas bioproducións ás que
nos estamos a referir, numerosos aspeitos de interese, para a investigación
dos cais resulta conveniente a realización de series de cultivos convencionais,
en erlenmeyer con axitación, partindo de meios que non requiran un control
externo do pH durante o periodo de incubación. Ésta é sen dúbida unha razón
suficiente para que non se teña prescindido de logralos.
Nesta segunda opción parece razoábel ter en conta que altos niveis de
N determinan un crecemento excesivo do microorganismo, disminuíndo o
rendemento na produción do ácido (WARD, 1991). En principio, pois, o recurso
ao nitrato cálcico faise así dubidoso. Por outra veira, a baixa solubilidade do
carbonato cálcico crea no cultivo unhas condicións, polo menos nas
concentracións do meio de FIEDUREK & al., (1986), que alteran a morfoloxía
pelletiforme característica de A. niger e que poderían suxerir mesmo un certo
papel abrasivo do sal.
Considerando todos estes factores, no ensaio inicial optouse por unha
solución do tipo da de MUNK & al., (1963), básicamente porque facilitaba a
comparanza entre cultivo submergido e en estado sólido, evitando as posíbeis
dificultades para a incorporación do carbonato nesta última modalidade
operatoria. Así pois, partíuse dun lote de 6M-H que, unha vez suplementado
segundo se especifica na táboa III.1.1, convíu en designarse como meio G-01.
As condicións concretas nas que se levou ao cabo o ensaio (e que han
servir de referencia para a experimentación posterior) foron:
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Cultivo submerxido (endiante CS): En erlenmeyer de 250 mL con 50
mL de cárrega e inóculo apropriado para fornecer ao cultivo dunha poboación
inicial de 6,75·106 esporas/mL. A incubación realizouse a unha temperatura
de 30°C, con axitación orbital a 200 rpm.
Cultivo en estado sólido (endiante CES): En erlenmeyer de 50 mL
carregados con 0,260 g dun suporte consistente en partículas de 5 mm de
diámetro dunha escuma de poliuretano de 40 g/dm3 de densidade. A fase
líquida utilizada para a imbibición do suporte foi de 2,96 mL (11,4 mL/g,
equivalente a un 50% de saturación) dunha suspensión de esporas no meio, á
mesma concentración utilizada no cultivo submerxido. A incubación
realizouse a 30°C, en baño de auga pecho para impedir a evaporación da fase
líquida, e axitando manualmente o contido das unidades experimentais cada
12 horas, para evitar posíbeis compactacións debidas ao desenrolo miceliar.
TÁBOA III.1.1: Composición do meio 6M-H e criterio de suplementación para a obtención do
meio G-01 utilizado nos ensaios preliminares.










Ca(NO3) 2. 4H2O 13,880 g N-NO3: 1647 mg Ca: 2356 mg (60 mM)
KH2PO4 2,074 g P:472 mg
MgSO4.7H2O 0,100 g Mg:9,864 mg
Composición (por litro) do meio ensaiado (G-01)
Zucres totais 60,500 g
Proteínas (Lw) 2,100 g N proteico: 340  mg
Ca(NO3) 2. 4H2O 13,880 g N-NO3: 1647 mg Ca: 2356 mg (60 mM)
KH2PO4 2,074 g P:472 mg
MgSO4.7H2O 0,100 g Mg:9,864 mg
N total 2000 mg
P total 500 mg
Ca 2356 mg (60 mM)
pH inicial 7,0
1: Producións de glicosa oxidasa e ácido glicónico...
























































































































Figura III.1.1: Comparanza entre os resultados obtidos en cultivo submerxido (símbolos brancos) e en estado sólido
(símbolos negros) de Aspergillus niger. Bsm (G): biomasa no cultivo submerxido; G: glicosa; GnH: ácido glicónico;
CIT: ácido cítrico; GOD: glicosa oxidasa; Nc: nitróxeno consumido (ÜP: N proteico; EJ: N total).
É preciso dicir que, no caso do CES, as dificultades proprias desta
modalidade para obter determinacións fiábeis da biomasa (en particular con
unidades experimentais do tamaño das utilizadas), levou neste ensaio a
prescindir da correspondente estimación. Os resultados, que se recollen na
figura III.1.1, puxeron de manifesto que:
1: Nas condicións de traballo especificadas, o CES completa o seu
desenvolvemento a velocidade sensíbelmente superior á do CS, tanto polo que
se refire aos consumos de nutrintes, coma no tocante ás producións de
interese.
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2: Entre as diferencias detectadas nos consumos de nutrintes,
salienta a relativa ao nitróxeno total. En ámbalas duas modalidades, os
consumos de nitróxeno proteico resultaron similares, chegando de contado a
estabilizárense nun valor equivalente ao 75-85% do nivel inicial. É éste un
comportamento xa descrito en traballos precedentes (por exemplo MURADO &
al., 1986, 1989; PASTRANA & al., 1993), nos que se puxo reiteradamente de
manifesto que non toda a fracción proteica dos EPM resultaba susceptíbel de
utilización como fonte de N por parte de diversas especies microfúnxicas,
entre elas a aquí estudiada, e que a fracción de «N proteico útil» adoitaba
representar, efectivamente, arredor do 75% do N proteico presente no
efluínte.
Nestas circunstancias, é claro que a diferencia de consumos entre os
dous tipos de cultivo ven dada polas diferencias no ingreso do nitróxeno nítrico,
moito máis rápido no caso do CES, e sen amosar a tendencia á estabilización
na fase final da incubación que se aprecia no CS.
3: En ámbolos dous casos cabe apreciar un arrinque na produción de
ácido cítrico unha vez superado o máximo de glicónico. A coñecida asociación
entre o aumento da produción de cítrico, o descenso da de glicónico e a deriva
ácida do pH (MISCHACK & al., 1985) resulta aceptábelmente clara no CS, pero
algo menos no CES, en particular polo que se refire ao pH.
O perfil que apresenta a biomasa no CS indica que éste é o principal
destino do glicónico a partires das ~40 horas, sendo a produción de cítrico,
como se sabe, un fenómeno inducido polo pH xa acusadamente ácido dese
momento (e á sua vez indutor do descenso). Aínda carecéndose, como se dixo,
de estimacións da biomasa no CES, a evolución do nivel de glicónico permitiría
supoñer que algo análogo acontece asimesmo nesta situación. Mais no que sí
difire é na evolución do pH, que descende máis lentamente ata se estabilizar
nos arredores de 4,5. Unha posíbel explicación deste comportamento ven
suxerida pola superior velocidade e nivel de consumo da fonte inorgánica de N
no CES, que implicaría un proceso máis rápido de redución do N–NO3 a N–
NH2, co consesguinte consumo de protóns.
4: Aínda as producións de GOD sendo moi semellantes en ámbalas
duas modalidades e acadando os correspondentes máximos logo do mesmo
tempo de incubación, a conversión da glicosa en glicónico resulta moito máis
eficiente no caso do estado sólido. Probábelmente esta superior eficiencia non
poida atribuírse exclusivamente á evolución do pH e estea relacionada con
factores peculiares do CES, como por exemplo as suas menores restricións á
transferencia de gases.
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5: Dadas as relacións estequiométricas e ponderais implicadas na
conversión glicosa –> ácido glicónico –> gliconato cálcico, 1 g de Ca pode
neutralizar un máximo teórico de 9,79 g de ácido glicónico. O Ca presente no
meio utilizado (60 mM; 2,41 g/L) tería capacidade, pois, para neutralizar un
máximo de 120 mM (23,54 g/L) de ácido glicónico. Xa que a produción só
chegou, no mellor dos casos, a 16,5 g/L, difícilmente cabe supoñer que o defeito
de Ca (verbo do que requeriría a neutralización do glicónico potencial)
representara un factor limitante nas condicións estudiadas.
6: En relación, finalmente, coa especificidade do CES, pode sinalarse
que RAMESH & LONSANE (1991), ao encontraren nesta modalidade operatoria
unha significativa redución da represión catabólica da a -amilasa en Bacillus
licheniformis, atribúen a responsabilidade deste fenómeno á menor velocidade
que, nas condicións de baixa actividade de auga características do CES,
apresenta a difusión de nutrintes e metabolitos. Aínda tal traballo referíndose
a unha bacteria (non a un fungo), os resultados aquí descritos suxiren, pola
contra, que a especificidade do CES parece máis ben relacionarse, polo menos
neste caso, cunhas taxas metabólicas máis altas, posíbelmente dependentes,
como xa se dixo, dos factores que, nestes sistemas, facilitan a transferencia
de osíxeno.
2: Efeitos da concentración inicial de nitrato cálcico.
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2: Efeitos da concentración inicial de nitrato cálcico.
Os resultados do ensaio precedente puxeron de manifesto a aptitude
básica dos meios derivados dos EPM para o obxectivo proposto, así como a
superioridade do CES. Con todo, os rendementos obtidos resultaron máis
baixos do que cabería agardar polo nivel de fonte de carbono presente no meio,
o que leva á necesidade de buscar recursos para mellorar a sua formulación.
O primeiro aspeito que se decidíu examinar foi o efeito do nivel inicial
de nitrato cálcico, dada a previsíbel e xa apuntada ambigüidade do seu papel,
favorábel polo calcio e desfavorábel pola sua contribución ao nitróxeno
utilizábel polo microorganismo. A tal fin realizouse un novo ensaio dirixido a
comparar as producións nun meio do tipo G-01 cos oito niveis iniciais
(incluíndo o nulo) de nitrato cálcico que se especifican a seguir:
serie Ca (NO3) 2. 4H2O (g/L) Ca (g/L) N-NO3 (mg/L) N total (mg/L)
0 0,00 0,00 0 353
1 5,60 0,95 664 1017
2 11,24 1,91 1334 1687
3 16,86 2,86 2000 2353
4 22,50 3,82 2670 3023
5 28,15 4,78 3339 3692
6 33,79 5,74 4009 4362
7 39,43 6,69 4678 5031
o máximo dos cais resultaría suficiente para neutralizar a totalidade do
glicónico potencial. O resto das condicións experimentais foron as descritas no
ensaio precedente, levándose asimesmo ao cabo incubacións paralelas en CS
e máis en CES.
O conxunto dos resultados, resumido nas figuras III.2.1 a III.2.3,
permite fundamentar as seguintes conclusións:
1: De novo o CES aparece, en tódalas condicións ensaiadas, como
unha modalidade que promove un consumo máis rápido de nutrintes e que
apresenta unha superior capacidade para as producións de interese, tanto en
termos de velocidades coma de concentracións.
2: Efeitos da concentración inicial de nitrato cálcico.










































































Figura III.2.1: Efeitos da concentración inicial de nitrato cálcico sobre das respostas indicadas, en cultivo
submerxido (esquerda) e en estado sólido (dereita).
2: Efeitos da concentración inicial de nitrato cálcico.





































































Figura III.2.2: Efeitos da concentración inicial de nitrato cálcico sobre das respostas indicadas, en cultivo
submerxido (esquerda) e en estado sólido (dereita).
2: Efeitos da concentración inicial de nitrato cálcico.



























































Figura III.2.3: Efeitos da concentración inicial de nitrato cálcico sobre das respostas indicadas, en cultivo
submerxido (esquerda) e en estado sólido (dereita).
2: Efeitos da concentración inicial de nitrato cálcico.
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2: Dado o esquemático do plan experimental asumido neste ensaio, é
claro que as duas variábeis relevantes para o sistema (Ca e N) introducidas
pola suplementación con nitrato cálcico son estritamente colineais, o que
impide disterar os seus posíbeis efeitos específicos. Facilita a interpretación,
non embargantes, o feito de que poida xulgarse a priori o signo de tais efeitos
nun dominio razoábel dende o ponto de vista metabólico.
En primeiro lugar, a afirmación de que o efeito global do nitrato cálcico
sobre das producións de interese é negativo na totalidade do dominio
experimental estudiado, pode facerse sen reservas para o caso do glicónico en
CES e só require certas matizacións nos outros. O que significa que o efeito
desfavorábel de nitróxeno predomina sobre do favorábel do calcio, aínda que
talvez só porque os niveis de glicónico únicamente chegaron a representar, no
mellor dos casos, o 41,2 % da conversión potencial. Parece unha conclusión
imediata, pois, a necesidade de «desacoplar» os suplementos de N e Ca.
Cando se buscan formas funcionais que descreban a dependencia do
nivel máximo de glicónico verbo do nitróxeno (figura III.2.4), a relación máis
aceptábel resulta ser lineal (r2=0,919) no caso de utilizarse o nitróxeno
consumido no momento da máxima produción, e expoñencial negativa
(r2=0,956) de utilizarse o nitróxeno inicial:





























Figura III.2.4: Efeitos do nitróxeno consumido (Nc, esquerda) e do nivel inicial de nitróxeno (No, dereita) sobre da
produción máxima de ácido glicónico (20 horas) en cultivo en estado sólido.
2: Efeitos da concentración inicial de nitrato cálcico.
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Aínda sen tencionar unha xustificación mecanística destas formas
funcionais, sí cabe supoñer que a relación (lineal) co nitróxeno consumido debe
reflexar o papel do nitrato cálcico como nutrinte que potencia o crecemento da
biomasa, depremendo así a produción de ácido glicónico simplemente porque o
consumo da fonte de carbono por parte do microorganismo deixa menos
glicosa dispoñíbel para a sua conversión enzimática extracelular. Deste modo,
a diferente natureza da relación (expoñencial negativa) co nivel inicial de
nitróxeno, suxire que o efeito do nitrato cálcico non se reduce ao do aporte de
N. Pero tampouco ao de suministro de Ca, xa que neste outro papel debería
producir unha suavización –non unha acentuación– das diferencias entre os
extremos do dominio ensaiado.
3: O meio sen suplemento de nitrato cálcico, ao que corresponde a
máxima produción de glicónico en CES, foi asimesmo o úneco no que o
consumo de glicosa non resultou exhaustivo no periodo de incubación
considerado, detectándose un remanente (figura III.2.2) de 10,9 g/L. Sen
dúbida tal remanente é consecuencia de dous factores: en primeiro lugar, o
baixo consumo por parte do microorganismo, determinado polo déficit de
nitróxeno útil; en segundo lugar, as condicións inapropriadas para a
conversión en glicónico, dado o acusado descenso do pH que ten lugar nestas
condicións (e mesmo nas do meio co suplemento máis baixo). Estes parecen,
pois, os únecos casos nos que, precisamente polas suas altas producións de
glicónico, cabe apreciar os efeitos do calcio –da sua ausencia.
4: O resto das respostas á concentración inicial de N difiren das ata
aquí consideradas máis pola ausencia de suavidade do que polas tendencias
concretas que poñen de manifesto. En CS, a máxima produción de glicónico
corresponde ao meio co suplemento mínimo de nitrato cálcico, dándose un
descenso brusco en ausencia total de suplemento, e algo análogo ocorre coa
GOD, tanto en CS coma en CES. No caso do ácido cítrico, cabe salientar un
comportamento análogo ao xa descrito por PINTADO (1995), e que se
caracteriza polo feito de que, en CS, o aumento do N por riba dun certo nivel
provoca unha forte caída da produción, mentres que en CES a resposta
resulta máis suave e reflexa uns superiores requerimentos do nutrinte.
3: Selección do sal cálcico, efeito do fósforo ...
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3: Selección do sal cálcico, efeito do fósforo e screening de
11 cepas de A. niger nun meio redefinido.
A necesidade de independizar os suplementos de calcio e nitróxeno
(mesmo prescindindo, polos resultados que veñen de discutirse, do suplemento
de N), levou a estudiar, nun dominio de extremos coincidentes cos do ensaio
precedente, os efeitos de catro niveis de Ca, comparando ao mesmo tempo a
idoneidade do seu suministro en forma de cloruro e de carbonato.
O meio foi asimesmo do tipo G-01, aínda que eliminado totalmente o
suplemento de N. O carbonato cálcico engadiuse logo da sua esterilización por
separado. Os cultivos (nas modalidades CS e CES) leváronse ao cabo de
acordo coa operatoria usual e os resultados valoráronse a un úneco tempo de
incubación, que se estabeleceu en 22 horas.
serie Ca (g/L) Ca Cl2 (g/L) Ca CO3 (g/L) Ca presente/Ca Máximo
1 0,95 2,63 2,37 0,14
2 2,86 7,92 7,15 0,43
3 4,78 13,23 11,93 0,71
4 6,69 18,53 16,71 1,00
As conclusións que cabe extraer da figura III.3.1 resultan dabondo
imediatas, polo menos a un nivel operativo. O carbonato cálcico constitúe sen
dúbida a mellor opción, e os seus efeitos sobre das producións obxectivo
requiren o máximo estequiométrico no caso da GOD, sendo estábeis a partires
do 40% deste valor no caso do glicónico, que acada ás 22 horas un nivel
equivalente ao 74% do máximo potencial.
Claramente inapropriada resulta a suplementación con cloruro
cálcico: aínda que promove un pH máis baixo, a acentuación dos seus efeitos
negativos co aumento da sua concentración inicial non pode atribuirse
únicamente a este factor, xa que, polo menos en CES, o valor do pH ás 22
horas é independente do nivel inicial de cloruro.
De novo se confirman, polo demáis, as relacións xa comentadas entre
os resultados correspondentes ás operacións en CS e en CES.
3: Selección do sal cálcico, efeito do fósforo ...


















































































































Figura III.3.1: Efeitos de catro niveis de Ca, suministrados como CaCO3 (E) e como CaCl2 (J) sobre de catro
respostas de interese para as producións estudiadas. Periodo de incubación: 22 horas. Claves habituais.
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Tampouco a concentración inicial de fósforo parece oferecer dúbidas
dende o ponto de vista operativo. Restrinxindo xa o traballo únicamente ao
CES, na figura III.3.2 amósanse os resultados obtidos ao ensaiar, nun meio
do tipo G-01, sen suplemento de N e con 11,9 g/L de carbonato cálcico, seis
niveis de P comprendidos entre o do meio 6M-H e o dobre do correspondente
aos G-01 ata aquí utilizados (intervalo 28-1000 mg/L). Logo dun periodo de
incubación de 22 horas, as concentracións de ácido glicónico detectadas
situáronse en tódolos casos arredor do 75% do máximo potencial. A actividade
da GOD, porén, ofereceu un máximo no nivel máis baixo de P, que significou
aproximadamente o dobre das ata aquí habituais. Logo dunha descida brusca
cando se pasa de 28 a 100 mg/L, ulteriores aumentos non exercen xa efeitos
salientábeis.
Así pois, decídese proseguir a experimentación utilizando un meio de
novo tipo (G-02), que se obtén a partires do 6M-H conservando o suplemento
de Mg, sustituíndo o nitrato por carbonato como fonte de Ca, prescindindo do






















   




































Figura III.3.2: Efeitos de seis niveis de P sobre de catro respostas de interese para as producións estudiadas.
Periodo de incubación: 22 horas. Claves habituais.
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Mantendo a limitación dos ensaios ao CES –endiante sobreentendida
mentres non se especifique outra cousa–, a seguir utilizouse o meio G-02 nun
screening dirixido a comparar as producións de interese, logo dun periodo de
























































Figura III.3.3: Producións obxectivo obtidas no ensaio, en CES, de 11 diferentes cepas de A. niger no meio redefinido
G-02. Periodo de incubación: 22 horas. Claves habituais.
3: Selección do sal cálcico, efeito do fósforo ...
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O nivel de CaCO3 levouse neste caso a 11,9 g/L e o de P a 100 mg/L.
Aínda este último excedendo a concentración recomendábel para a produción
de GOD de acordo cos resultados recollidos na figura III.3.2, considerouse que
un moderado exceso deste nutrinte non impediría a obtención de resultados
suficientemente representativos, e evitaría o risco de posíbeis limitacións en
cepas máis esixentes.
Segundo se aprecia na figura III.3.3, as diferencias detectadas son
pouco acusadas no caso do glicónico e moito máis no da GOD. Atendendo
tanto as proporcións de produción coma ao valor económico dos produtos, a
cepa A01 (precisamente a utilizada nos ensaios ata aquí descritos) foi a
seleccionada para a experimentación ulterior.
TÁBOA III.3.1: Criterio de suplementación para a obtención do meio G-02.
Suplementación (por litro)
CaCO3 11,90 g Ca: 4765 mg (120 mM)
KH2PO4 0,363 g P:472 mg
MgSO4.7H2O 0,100 g Mg:9,864 mg
Composición (por litro) do meio ensaiado (G-02)
Zucres totais 60,500 g
Proteínas (Lw) 2,100 g N proteico: 340 mg
CaCO3 11,90 g Ca: 4765 mg (119 mM)
KH2PO4 0,363 g P:72 mg
MgSO4.7H2O 0,100 g Mg:9,864 mg
N total 353 mg
P total 100 mg
Ca 4765 mg (120 mM)
pH inicial 7,0
4: Fonte de carbono. Concentración inicial ...
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4: Fonte de carbono. Concentración inicial e porcento de
hidrólise.
Unha das orientacións vixentes na actualidade dentro do ámbito da
produción de GOD, consiste na búsqueda de cepas e/ou recursos de cultivo que
permitan rebaixar a relación entre o nivel inicial de glicosa no meio e o nivel
final de enzima. Así por exemplo, MARKWELL & al. (1989) dirixiron cara a este
obxectivo un programa de selección de mutantes, e conseguiron non só
incrementar a produción de GOD en cultivo submerxido verbo da cepa
silvestre de partida, senon tamén obter comportamentos que amosaban
variacións de pouca entidade (nalgún caso negativa) cando a concentración
inicial de glicosa, nun meio cun 2% p/v de glicerina, pasaba de 18 a 90 g/L
(véxase a figura III.4.1).
 
























Figura III.4.1: Producións de GOD por
sete mutantes (seleccionados de entre
26 viábeis) dunha cepa silvestre de A.
niger  (NRRL-3), en meios cun 2%
(p/v) de glicerina, a diferentes niveis
iniciais de glicosa. Representación
baseada nos resultados de MARKWELL
& al. (1989), en cultivo submerxido, logo
dun periodo de incubación de 5 días.
Aínda que o carácter residual dos meios obxecto de tratamento nesta
memoria non plantexa este problema dunha maneira tan aguda coma nos
sintéticos, é evidente que un alto rendemento constitúe sempre un factor
favorábel, e que, nos meios derivados dos EPM, podería levar a reducir o
factor de concentración a acadar na fase de ultrafiltración, aumentando a
eficiencia do proceso.
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Naturalmente que extremar estas características pode conducir a
meios con pouco interese para a produción de glicónico, nos que poden chegar
a excederse mesmo os 200 g/L de glicosa inicial. Ben que nunha óptica
económica debe terse en conta que o valor monetario da GOD é moi superior á
do ácido, é claro tamén que, se se busca a integración de criterios económicos
e depurativos, a mellor situación sería aquela que permitira unha
recuperación rendábel das duas producións.
Polo demáis, no caso dos EPM cabería pensar na posibilidade de levar
ao cabo o proceso con meios parcialmente hidrolizados, contribuindo así á
economía de amilasas e/ou tempo. En efeito, sendo A. niger unha especie de
recoñecido carácter amilolítico, non parece improbábel que poidera darse no
mesmo cultivo a necesaria secuencia de conversións (glicóxeno ®  glicosa ®
glicónico), particularmente se se ten en conta que as condicións do meio, polo
que se refire ao pH, son aptas para o funcionamento eficiente dos dous tipos
de enzimas (glicoamilasa e a -amilasa para a amilolise e glicosa oxidasa para a
conversión da glicosa resultante).
 Partindo destas consideracións, decidiuse estudiar a produción da
cepa seleccionada nunha serie de meios derivados dos EPM que foran,
simultáneamente, máis ricos en carbohidratos e con diferentes degraos de
hidrólise do glicóxeno. Posto que a concentración por ultrafiltración con corte a
100 KDa non oferece dificultades ata niveis de glicóxeno de 115 g/L, ésta foi a
concentración inicial ensaiada. Verbo do degrao de hidrólise, a preparación de
meios parcialmente sacarificados levouse ao cabo, como xa se describíu,
variando os tempos de reacción e/ou as relacións enzima/sustrato no
tratamento do efluínte concentrado co preparado amilolítico de A. oryzae.
Tipificados en termos de porcento mediante:
H%  =  { EQ \F(equivalentes glicosa(DNS) x 100;carbohidratos totais(FENOL-SULFÚRICO))
}
os valores utilizados neste ensaio foron de 58, 74, 88 e 100%.
Nas condicións habituais para a operación en CES, o nivel de CaCO3
no meio aumentouse a 23,86 g/L (valor equivalente ao 75% das necesidades
de neutralización do glicónico potencial), manténdose o de P nos 100 mg/L. O
xa constatado papel depresor do N na produción de ácido glicónico levou a
prescindir de toda suplementación con este nutrinte, ben que, como de
contado se discutirá, neste caso concurrían duas circunstancias susceptíbeis
de provocar situacións de deficiencia.
4: Fonte de carbono. Concentración inicial ...
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Figura III.4.2: Cultivos de A. niger  (A01) incubados en meios cunha concentración inicial de 115 g/L de carbohidratos
totais e catro diferentes degraos de hidrólise (Ñ: 58; É: 74; Å: 88; Ü: 100%). G: glicosa; Gx: glicóxeno. O resto
das claves segundo o criterio habitual.
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Dos resultados experimentais obtidos, que a figura III.4.2 recolle nos
seus aspeitos máis relevantes, cabe salientar:
1: Malia ao xa sinalado carácter amilolítico de A. niger, a hidrólise do
glicóxeno resultou moi feble a tódalas concentracións ensaiadas (~30% do
valor inicial no mellor dos casos). Por traballos precedentes (p.e. GONZÁLEZ &
al., 1992) sábese que, en meios do tipo utilizado, o microorganismo é capaz de
sacarificar o polisacárido exhaustivamente e a elevada velocidade, aínda en
presencia de importantes superávits de glicosa, sen que caiba apreciar
retrasos debidos a fenómenos de diauxia. Mesmo noutras especies de inferior
capacidade amilolítica, como Gibberella fujikuroi, que sí poñen de manifesto
un comportamento diáuxico nestes meios (p.e. PASTRANA & al., 1993), a
hidrólise do polisacárido é rápida e imediata unha vez consumido o nivel inicial
de glicosa. Adicionalmente, pode sinalarse que o pH mantivo en tódolos casos
valores compatíbeis coa actividade amilolítica, e mesmo de compatibilidade
crecente co nivel inicial de glicóxeno.
Así pois, parece razoábel supoñer que o fracaso da glicoxenolise veu
determinado polo precoz esgotamento do N. En efeito, o valor ao que se
estabiliza a concentración do nutrinte xa dende as 20 horas de incubación
representa  aproximadamente un 35% do inicial, polo que pode dicirse –en
particular tendo en conta que o relativamente baixo nivel de P presente pode
contribuir tamén a unha lixeira elevación da fracción «non útil» do nitróxeno
proteico– que os cultivos experimentaron un déficit de N dende ese momento.
En principio pode aceptarse que o factor responsábel desta deficiencia
consiste simplemente no máis alto nivel de carbohidratos totais utilizado
nesta ocasión, suposto no que o mero reaxuste do nivel inicial de N mediante
un suplemento moderado será recurso suficiente para solucionar o problema.
Debe considerarse, porén, outra posibilidade, xa que tamén se sabe que tanto
G. fujikuroi coma A. niger (PASTRANA & al., 1993; PINTADO, 1995) elevan os
seus requerimentos en N cando se desenrolan en meios con polisacáridos
como fonte de carbono, e que o fenómeno parece deberse precisamente á
necesidade, ineludíbel nestas condicións, de sintetizar niveis relativamente
altos de amilasas extracelulares.
Nesta segunda hipótese poidera suceder que a corrección non fora xa
tan simple. En efeito, a non ser que a glicoxenolise teña lugar dende o inicio da
incubación, consumindo rápidamente o N suplementario na biosíntese de
amilasas, o acoplamento glicóxeno ®  glicosa ®  glicónico denantes mencionado
podería quedar comprometido, polo menos na medida en que o primeiro paso
parece requerir o suministro de N a uns niveis pouco compatíbeis co segundo.
Se, pola contra, tivera lugar un comportamento típicamente diáuxico, no que
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o microorganismo non comezara a utilización do polisacárido en tanto non
consumira exhaustivamente a glicosa, unha fracción cuantitativa –e talvez
cualitativamente– importante do periodo de incubación transcorrería nunhas
condicións claramente subóptimas para as producións de interese.
2: Polo que se refire a estas últimas producións, é claro que, tanto no
caso do ácido coma da enzima, a situación máis favorábel corresponde ao
meio totalmente hidrolizado. A conversión a glicónico parece ter lugar sen que
o glicóxeno constitúa unha contribución relevante, e mesmo existen indicios de
que o rendemento do proceso resulta ser, para o polisacárido, lixeiramente
inferior ao que proporciona a glicosa. De feito, o rendemento da conversión no
ponto de máxima produción de glicónico equivale ao 90% do máximo potencial
no meio totalmente hidrolizado (100H), mentres no meio 58H queda no 84%
de tal máximo cando a utilización de carbohidratos se contabiliza en termos
da suma de glicosa máis glicóxeno.
Con todo, non parece lícito falar estritamente dunha dependencia
entre produción de glicónico e degrao de hidrólise. Malia á aparente gradación
da resposta (glicónico) en función desta variábel (degrao de hidrólise), o que
realmente acontece parece ser máis ben que os niveis do ácido son función
únicamente dos niveis iniciais de glicosa.
En líneas xerais coincidente coa de glicónico, a produción de GOD
amosa, porén, unha pauta lixeiramente diferente. Tamén cun nivel máximo
no meio 100H, a resposta carece de carácter gradual, sendo prácticamente a
mesma nos outros tres casos.
Dada a temporización utilizada para a mostraxe, non é posíbel saber
se os consumos de N ao longo das 20 primeiras horas foron realmente tan
indistinguíbeis en tódolos cultivos como se desprende da figura III.4.2. Mais
aínda así, convén deixar anotada a suspeita de que o nivel de N óptimo para a
produción da enzima resulte superior ao que corresponde á produción de
glicónico, e a este respeito poden volver a compararse as figuras III.2.1 e
III.2.3 (certamente, nun meio en condicións aptas para o funcionamento da
enzima, mesmo un moderado nivel podería garantir unha elevada conversión).
Se tal fora o caso, probábelmente un consumo de N lixeiramente máis lento
no meio 100H durante as primeiras horas da incubación, como consecuencia
da ausencia de polisacárido, podería contribuir a explicar a agrupación dos
resultados relativos á GOD.
A fin de obter información máis contrastada, decidiuse centrar un
ensaio subseguinte únicamente nas condicións extremas (fonte de carbono
como glicosa e como glicóxeno, en calquera caso a unha concentración inicial
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de 100 g/L), utilizando ao mesmo tempo un lote de meio cun alto nivel de N
proteico (1000 mg/L), suplementado con KH2PO4 ata acadar os 500 mg/mL
de P. Aínda as concentracións destes dous últimos nutrintes encontrándose
así en exceso, polo menos no caso de a fonte de carbono ser glicosa, tratábase
aquí de non impoñer posíbeis limitacións no caso do glicóxeno.
Os resultados (figura III.4.3), que de novo levaron a concluir a escasa
aptitude do polisacárido como fonte de carbono para promover as producións
obxectivo, permitiron asimesmo as seguintes constatacións:
1: O consumo de N (de novo concordante coa estimación do N «útil»)
resultou sensíbelmente superior ao do cultivo precedente. Ao mesmo tempo,
nas incubacións en presencia do polisacárido a glicoxenolise chegou agora á
exhaustividade. Confírmase, pois, a hipótese do déficit de N como factor
causal do fracaso na utilización do glicóxeno, derivada dos resultados obtidos
na serie que ven de estudiarse.
2: A dependencia entre o consumo de N e a natureza da fonte de
carbono puxo de manifesto, porén, unha tendencia contraria á agardada en
función da necesidade de síntese de amilasas. En efeito, tanto glicosa coma
glicóxeno promoveron o consumo exhaustivo do N útil, pero a presencia do
polisacárido determinou unha velocidade de ingreso do nutrinte claramente
inferior á detectada no caso da glicosa.
3: A natureza da fonte de carbono afectou ao consumo de P de modo
similar ao de N: de novo a velocidade de ingreso resultou inferior en presencia
do polisacárido.
4: Malia ao exhaustivo da glicoxenolise, a velocidade de consumo da
fonte de carbono foi sensíbelmente máis baixa no caso do polisacárido, e o
superávit de glicosa non chegou aos 20 g/L.
5: A produción de GOD fracasou totalmente nos cultivos en presencia
do polisacárido e, en consecuencia, tamén a de ácido glicónico. Dadas as
tendencias que se aprecian na figura III.4.3, así como o coñecemento do
sistema ata aquí obtido, tal fracaso pode explicarse en función dos seguintes
factores, illada ou conxuntamente considerados:
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Figura III.4.3: Cultivos de A. niger  (A01) incubados en meios con 100 g/L de carbohidratos totais suministrados na
sua totalidade como glicosa (É) e como glicóxeno (J). CIT: ácido cítrico. O resto das claves segundo o criterio
habitual.
i) O baixo superávit de glicosa en termos absolutos.
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ii) O feito de que a velocidade de consumo de N, máis baixa en
presencia do polisacárido, retrasa o momento en que se manifesta o seu
déficit, que se apresenta, así, cando o superávit de glicosa se encontra xa en
fase descendente, e máis a un pH escasamente apto para a produción da
enzima e o mantemento da sua actividade.
6: Ao cabo, e probábelmente en relación asimesmo co baixo pH ao que
ten lugar o déficit de N, cabe salientar que a presencia do polisacárido tivo o
efeito de desprazar sensíbelmente o metabolismo do microorganismo cara á
produción de ácido cítrico.
En liñas xerais podería afirmarse, pois, que o efeito principal do
glicóxeno parece consistir no descenso que, en contraste coa glicosa,
determina na velocidade de utilización dos nutrintes, ralentizando así a
sucesión de fases característica do cultivo discontinuo. Aínda que, en
principio, este efeito podería resolverse nun simple retraso das producións ou
nun moderado descenso dos seus rendementos, o certo é que desacopla a
conxunción dunha serie de eventos cualitativamente importantes (momento
do déficit de N en relación co superávit de glicosa e mailo pH), co resultado
neto dunha alteración sustancial nas direccións polas que se encamiña o
metabolismo microbiano.
Segundo se puxo de manifesto traballando con outros microfungos en
meios similares aos aquí utilizados (PASTRANA & al., 1993), as proteínas
constitúen unha fonte de N susceptíbel dunha utilización máis lenta do que
aminoácidos coma a glicocola, ou sais inorgánicos coma o nitrato amónico. Xa
que, no caso que vimos de examinar, a virtual totalidade do N dispoñíbel era
proteico, cabería aínda especular coa posibilidade de acelerar a glicoxenolise
mediante a adición dun suplemento de N de acceso rápido. Con todo, parece
prioritario polo momento definir con máis precisión o modo en que as relacións
de nutrintes esenciais, mesmo en meios con glicosa como fonte de carbono,
afectan ás duas producións obxectivo.
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4.1: A diferente natureza e esixencias das producións de GOD e ácido
glicónico.
Prescindindo pois da posibilidade de utilizar o glicóxeno como fonte de
carbono, o seguinte ensaio propúxose describir simplemente os efeitos do
aumento da concentración inicial de glicosa nun ámbito que chegara ata o
dobre do inicialmente ensaiado, mantendo o resto dos nutrintes en niveis
intermedios, razoábelmente eficaces de acordo cos dados ata aquí dispoñíbeis,
isto é: prescindindo do suplemento de N e engadindo KH2PO4 e CaCO3 nas
proporcións precisas para lograr concentracións iniciais de 100 mg/L de P e
0,080 g Ca/g zucre respectivamente.
Os correspondentes resultados, recollidos nas figuras III.4.4 e III.4.5,
non foron concluíntes de máis, fundamentalmente porque xa no primeiro
tempo de incubación estudiado os consumos de N chegaron a situar ao
nutrinte en déficit, con independencia da concentración inicial de glicosa
considerada (de novo o nivel de estabilización coincide ben coa fracción
estimada como «non utilizábel« polo microorganismo).
Con todo, sí cabe apreciar que niveis crecentes de glicosa determinan
aumentos correlativos nos niveis de GOD (e por suposto de ácido glicónico),
malia a acentuaren tamén o descenso do pH, achegándoo a valores pouco
aptos para manter a actividade enzimática. Resulta imediato supoñer que
son precisamente estas diferencias no nivel de GOD as responsábeis das
diferencias de rendemento na conversión (figura III.4.5), evaluada en termos
da relación entre ácido glicónico producido e glicosa «desaparecida» (que inclúe
o consumo do microorganismo e maila conversión extracelular).
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Å: 60      É: 90     Ñ: 120
Figura III.4.4: Cultivos de A. niger (A01) incubados en meios con diferentes concentracións iniciais de glicosa
(Å: 60; É: 90; Ñ: 120 g/L). Claves segundo o criterio habitual.
4: Fonte de carbono. Concentración inicial ...
III: Resultados e discusión  –153–
Así pois, considerando conxuntamente a evolución dos niveis de
enzima e produto ao longo do periodo de incubación, podería concluirse, de
modo provisorio, que as producións de interese parecen requerir un forte
déficit de N, isto é, meios cunha relación C/N notábelmente alta. En efeito,
das tres relacións utilizadas neste ensaio:
N total = 353 mg/L    (N proteico = 340 mg/L)
glicosa=60 g/L glicosa=90 g/L glicosa=120 g/L
relacións C/N 68 102 136
a terceira (C/N=136) foi a que proporcionou os mellores resultados, tanto en
termos absolutos coma relativos. O que suscita a necesidade de diferenciar





































Å: 60      É: 90     Ñ: 120
Figura III.4.5: Relacións entre ácido glicónico producido (GnH) e glicosa consumida (Gc) no cultivo que se descrebe na
figura III.4.4. k representa o coeficiente estequiométrico glicónico/glicosa=1,08.
Na perspectiva da produción de ácido glicónico, sen dúbida a situación
resulta lóxica: debe repararse en que o ácido non constitúe un metabolito, nen
primario nen secundario (non depende da velocidade de aumento da biomasa,
nen do nivel de biomasa; véxase máis abaixo), senon o produto dunha reacción
enzimática extracelular que incide sobre dun compoñente do meio que pode
variarse a vontade. Certo que tal reacción esixe a presencia dun verdadeiro
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metabolito (a GOD), así como do aporte de osíxeno atmosférico. Mais as
características cinéticas da enzima abondarían para aceptar que mesmo
unha produción relativamente baixa poidera transformar uns elevados niveis
de glicosa durante as primeiras horas da incubación. E a transferencia de
osíxeno, moi particularmente nos cultivos en estado sólido, non debería
constituir un factor limitante nesta primeira etapa. A seguir, e precisamente
na medida en que o consumo de N na primeira etapa chegara a provocar o
déficit do nutrinte, a incapacidade do microorganismo para utilizar a glicosa
remanente ou o glicónico xa formado como fontes de carbono contribuiría á
acumulación do produto.
Nesta interpretación, pois, o nivel inicial de N debería ser tal que, na
etapa previa ao seu déficit, permitira conseguir simultáneamente:
i) A máxima produción de GOD.
ii) A mínima produción de biomasa.
iii) O mínimo consumo de glicosa.
maximizándose deste modo a fonte de carbono dispoñíbel (glicosa ou glicónico)
no momento do déficit de N.
Denantes de proseguir, convén un inciso acerca da tipificación dos
produtos do metabolismo microbiano derivada do modelo de LUEDEKING &
PIRET (1959). Como se sabe, a formación dun produto nun cultivo microbiano
pode describirse mediante o modelo:
rP = a  rB + b  B        onde: [4.1]
rP e rB: velocidades de formación de produto (P) e biomasa (B)
a  e b : parámetros a determinar experimentalmente
que adoita expresarse dividindo ámbolos dous membros pola biomasa, co que,
chamando µ á sua velocidade específica de formación (biomasa formada por
unidade de biomasa e por unidade de tempo, con dimensións T –1), tense:
{ EQ \F(rP;B)   }=  a  { EQ \F(rB;B)   }+ b    ;   isto é:          { EQ \F(rP;B)   }=  a
µ  + b [4.2]
No marco desta descripción, os produtos do metabolismo microbiano
poden clasificarse de acordo co seguinte criterio:
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PRIMARIOS: a sua velocidade de formación é só función da velocidade de
formación da biomasa (velocidade de crecemento): b =0 en [4.2].
SECUNDARIOS: a sua velocidade de formación é só función da biomasa
presente: a =0 en [4.2].
MIXTOS: a sua velocidade de formación é función da velocidade de crecemento e
da biomasa presente: a¹ 0 e b¹ 0 en [4.2].
Volvendo xa ao caso aquí estudiado, é claro que, de supoñerlle á GOD
carácter de metabolito primario ou mixto, os obxectivos i e ii denantes
mencionados son contrapostos e requiren un certo degrao de compromiso.
Adicionalmente, cabería supoñer que as producións de GOD e ácido glicónico
implican, en principio, diferentes estratexias de maximización. En efeito,
mentres a produción de GOD iría en calquera caso ligada á de biomasa, a de
glicónico podería esixir únicamente o logro dun moderado nivel de GOD
denantes do déficit de N, prolongando logo a incubación o tempo preciso para
completar a conversión da glicosa remanente no momento en que o
microorganismo detén o seu crecemento.
Agora ben: o que os resultados do ensaio poñen de manifesto é que no
máis baixo nivel de carbono (ou da relación C/N), non só a produción de GOD é
a máis baixa (figura III.4.4), senon que nen tan sequer permite taxas
aceptábeis de conversión a glicónico, que neste caso seguen unha dinámica
moi diferente ás das outras duas situacións (figura III.4.5). Así, o escaso
rendemento da conversión detectado no nivel inferior de glicosa logo de 18
horas podería atribuírse tanto aos baixos niveis de enzima coma de sustrato;
pero o feito de que resulte superior 5 horas máis adiante tende a centrar a
responsabilidade máis ben na escasa produción de enzima.
Considerando estes resultados únicamente baixo o criterio da relación
C/N, cabería concluir, por tanto, que, con independencia do que conveña para
a produción de glicónico, xa a propria formación de GOD require niveis de N
deficitarios.
Mais é asimesmo posíbel trasladar a atención ás relacións C/P
implicadas nos meios utilizados:
P total = 100 mg/L
glicosa=60 g/L glicosa=90 g/L glicosa=120 g/L
relacións C/P 240 360 480
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tendo en conta os efeitos do P que quedaron descritos na figura III.3.2. Nesta
outra óptica, a elevación tendencial detectada na produción de GOD non se
debería ao aumento da relación C/N (déficit de N), senon ao da relación C/P
(déficit de P). De feito, na figura III.3.2 ponse de manifesto que cando a
relación C/P varía dende 857 ata 249, a produción de GOD ás 22 horas
descende aproximadamente un 50%.
É evidente que a decisión entre as duas interpretacións alternativas
esixe máis información experimental da que polo momento se dispón, mais
parece oportuno arriscarse a sinalar que a hipótese do déficit de P como factor
relevante para a produción de GOD resulta plausíbel por duas razóns.
A primeira é de índole empírica e remesa aos resultados recollidos na
figura III.2.3, na que se aprecia que a produción da enzima decai tanto nos
niveis altos coma baixos de N.
A segunda atinxe ao feito de que un comportamento metabólico no que
a biosíntese dunha enzima requira un déficit de N parece de escaso valor
selectivo. Supoñendo que a produción de GOD forneza dalgunha avantaxe aos
microorganismos con tal capacidade (por exemplo na competencia con
organismos incapaces de utilizar o ácido glicónico como fonte de carbono),
cabería concluir que o déficit de P constituiría un sinal menos problemático.
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5: Alimentación discontinua.
Para obter unha primeira avaliación do comportamento do sistema en
réxime de alimentación discontinua, utilizouse o plan experimental que se
resume a seguir, e no que as diferencias verbo dos precedentes obedecen á
intención de elevar os efeitos evaporativos:
1: Unidades experimentais consistentes en vasos de precipitados
tapados con papel de filtro, en estufa a 30°C, cargados con 0,3 g de escuma de
poliuretano cunha densidade de 20 g/dm3 (metade da habitual). A imbibición
deste suporte coa habitual proporción en peso de fase líquida (11,4 mL/g; 3,42
mL por unidade experimental) produce, polo tanto, unha saturación do 25%.
2: A estimación experimental da evaporación neste sistema resultou
ser de 0,175 mL/hora. Desta maneira, e ignorando as posíbeis variacións
debidas ao crecemento do microorganismo, cabe considerar que a adición de
2,10 mL de fase líquida cada 12 horas mantería aproximadamente un 17% de
saturación como promedio, cun ámbito de variación de 9,6 a 25%.
3: Nestas condicións, e utilizando como fase líquida un meio G-02 con
100 mg/mL de P e 12 mg/mL de carbonato cálcico (apartado 3), as adicións
necesarias para manter as condicións de humectación sinaladas, supoñen,
por unidade experimental, un ingreso de glicosa de 126 mg cada 12 horas e
unha capacidade para neutralizar unha produción, no mesmo periodo, de 98,8
mg de ácido glicónico (~73% da produción potencial).
En termos xerais, os resultados obtidos neste ensaio concreto puxeron
de manifesto unha mellora moi escasa verbo do cultivo discontinuo tal como
veu practicándose ata aquí. Con todo, suxiren ao mesmo tempo que a
modalidade de alimentación discontinua pode explotarse cunha eficiencia moi
superior á aquí obtida, na que todo parece indicar que se incorreu nunha
sensíbel infraestimación das necesidades de glicosa. Adicionalmente, os
mesmos resultados levan a suspeitar a posibilidade dun proceso de inhibición
por produto na bioconversión estudiada.
A evolución das variábeis esenciais do cultivo (figura III.5.1) amosa,
en primeiro lugar, que a velocidade de produción da enzima, con valores
iniciais aceptábeis, decae acusadamente arredor das 36 horas, tempo a
partires do cal o nivel aparente de GOD remanece constante ata a fin do
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periodo de incubación. Análogas características, aínda que cun descenso máis
suave da velocidade, apresenta a resposta en termos da produción de ácido
glicónico. Axustados (polo método cuasi-Newton) os valores experimentais a
ecuacións asintóticas de tipo hiperbólico e expoñencial negativo:
X = { EQ \F(K t;b + t)                }[5.1] X =  K + a e –  µt           [5.2]
t: tempo t: tempo
X: resposta X: resposta
K: resposta máxima X0: nivel inicial (aquí nulo) da resposta
b: tempo de resposta semimáxima K: resposta máxima
a = X0–K
µ: velocidade específica
en ámbolos dous casos as mellores correlacións entre respostas e predicións
(r2GOD=0,952; r2GnH=0,982) corresponderon á forma expoñencial. Dado o carácter
máis manexábel das suas derivadas numéricas, os valores teóricos, a trazo







































































Figura III.5.1: Balanzos globais (valores extensivos) do cultivo en réxime de alimentación discontinua. Esquerda:
produción de GOD, co axuste á ecuación [5.2] en trazo continuo. Dereita: liña de pontos: total de glicosa adicionada;
G: total de glicosa desaparecida; E: glicónico formado (axuste á ecuación [5.2] en trazo continuo); Ü: glicosa
consumida en necesidades da biomasa.
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Unha interpretación da dinámica observada na produción da enzima
podería apoiarse no rápido descenso do nivel de glicosa presente (62,7 g/L no
inicio da incubación, e estabilizado en ~3,5 g/L asimesmo a partires das 36
horas). Nestas condicións, cabería supoñer que a velocidade na produción da
enzima –un metabolito primario– non é senon unha consecuencia directa da
moderada velocidade de aumento da biomasa que promove o tamén moderado




































Figura III.5.2: Velocidades de produción de ácido glicónico. A curva continua da dereita representa a evolución dos
valores esperados, ás concentracións presentes de GOD, glicosa e ácido glicónico, supoñendo unha cinética de
Michaelis & Menten con inhibición por produto, de acordo coa ecuación [5.3].
Tendo en conta que unha parte importante da glicosa adicionada coa
alimentación experimentou a bioconversión a glicónico, un elemental balanzo
indica que o sustrato consumido en necesidades da biomasa mantivo unha
pendiente sensíbelmente constante ao longo do tempo, poñéndose así de
manifesto que a biomasa remaneceu activa ao longo da totalidade do periodo
de incubación considerado (o aumento do nivel de glicónico podería ser
simplemente unha consecuencia do nivel de enzima acadado nas primeiras
horas). Se, malia tal actividade, o aumento neto de GOD resultou nulo dende
as ~36 horas, podería aceptarse que o microorganismo inviste a glicosa
excedente da bioconversión básicamente na compensación de problemas
osmóticos asociados ao progresivo aumento das concentracións de sais e
ácido glicónico no meio, reducindo a cada paso máis a fracción que podería
dirixirse ao crecemento.
5: Alimentación discontinua.
III: Resultados e discusión  –160–
A tendencia decrecente na velocidade de produción de ácido glicónico
podería admitir unha interpretación complementar, que recorrera asimesmo
aos baixos niveis de GOD acadados. Non embargantes, o certo é que os niveis
da enzima resultan, á luz dos resultados discutidos en apartados precedentes,
suficientes para promover unha conversión significativamente máis alta.
Unha xustificación desta discrepancia podería talvez sosterse nas elevadas
concentracións de produtos (a baixa actividade de auga), que, en especial á fin
do periodo de incubación, supoñerían unhas fortes restricións á difusión de
solutos. Outra xustificación, non necesariamente excluínte da primeira, sería
a posibilidade de que a acumulación de ácido glicónico chegara a promover
unha inhibición por produto.
Unha avaliación tentativa desta última posibilidade pode obterse
aceptando que a suposta inhibición por ácido glicónico segue un modelo de
Michaelis-Menten con mecanismo competitivo, isto é:
V = { EQ \F(Vm S;Km (1+KiI) + S)    }E [5.3]
onde: V : velocidade de produción de ácido glicónico
S: concentración de sustrato (glicosa)
I: concentración de inhibidor
E: concentración de enzima
V m: velocidade máxima
Km: constante de Michaelis-Menten
Ki: constante de inhibición
e comparando a velocidade real de produción de ácido glicónico coa que cabería
esperar en función dos valores de E, S e I.
Utilizando de novo o método cuasi Newton na minimización das
diferencias de cadrados entre os valores experimentais e os esperábeis de
acordo coa ecuación [5.3], os resultados obtidos foron os que se representan na
parte dereita da figura III.5.2.
Aínda que a tempos moderados o axuste parece razoábel, as
diverxencias aumentan consoante o fai o periodo de incubación, acentuándose
noutros supostos cinéticos, xa en principio menos xustificábeis (inhibición non
competitiva e acompetitiva). Polo demáis, os parámetros V m, Km e Ki que así se
obteñen non resultan incoherentes, pero si pouco realistas, polo menos se se
consideran as características cinéticas da enzima en solución. Así pois, é
claro que a suposta inhibición por produto non explica totalmente a caída na
velocidade de produción de glicónico, e mesmo a sua existencia debe quedar en
suspenso ata unha verficación experimental máis específica.
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O conxunto dos resultados suxire, pois, que o proceso aquí ensaiado
podería mellorar a sua eficiencia mantendo o criterio de compensar a
evaporación coa adición de meio, pero introducindo as seguintes modificacións
operatorias:
1: Aumento da alimentación con glicosa ata o nivel de consumo medio
detectado nas primeiras ~36 horas.
2: Redución dos intervalos de adición a ~6 horas, a fin de disminuir a
amplitude da oscilación no % de saturación, elevando a couta mínima.
3: Extrusión e lavado do suporte a intervalos de ~72 horas, con reinicio
da incubación sen reinóculo, mantendo a operatoria en tanto non se detecte
un descenso na produción.
6: Fontes de nitróxeno e efeito conxunto ...
III: Resultados e discusión  –163–
6: Fontes de nitróxeno e efeito conxunto dos niveis de
nitróxeno e fósforo.
A información ata aquí obtida permitíu non só identificar algunhas das
variábeis con efeitos indiscutíbelmente relevantes sobre das respostas de
interese que se veñen estudiando, senon tamén definir de maneira aceptábel
os dominios dentro dos cais parece aconsellábel centrar a experimentación
subseguinte. Polo demáis, as discusións que deron fin aos dous últimos
apartados suxiren polo menos dous temas que requiren xa decisións de
carácter operativo:
i) Posíbeis diferencias determinadas polo suministro de N baixo forma
inorgánica (NO3–) ou orgánica (proteica).
ii) Posíbel efeito conxunto (interacción) dos niveis iniciais de N e P
sobre das producións obxectivo, abandonando o recurso aos modelos
hiperbólicos clásicos, do tipo Michaelis-Menten ou Monod, que non parecen
poder dar conta dos resultados observados.
Ámbolos dous obxectivos tratáronse mediante un plan experimental
que implicou duas series de cultivos, con Ca(NO3)2 e peptona como fontes
alternativas de N, nos seguintes tipos de meios:
i) Os 16 tipos resultantes de combinar niveis iniciais de 350, 650, 950
e 1259 mg/L de N con 30, 80,130 e 180 mg/L de P.
ii) Un tipo adicional no centro do dominio experimental definido polos
tipos precedentes, isto é: 800 e 105 mg/L de N e P respectivamente.
En tódolos casos o nivel inicial de glicosa estabeleceuse en 120 g/L.
Para o Ca mantívose o criterio do 75% das necesidades de neutralización do
glicónico potencial, levándose a 10,011 g/L mediante a adición das cantidades
necesarias de CaCO3.
A fin de obter dominios equivalentes [–1,1] con media nula para as
duas variábeis independentes, os seus valores codificáronse de acordo co
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criterio que se recolle na táboa III.6.1. Ao cabo, as producións de interese logo
dun periodo de incubación de 20 horas axustáronse a modelos completos de
segundo orde, do tipo:
Y = b0 + b1 N + b2 P + b12 NP+ b11 N2 + b22 P2 + b112 N2P + b122 NP2           [6.1]
tratamento cunhas particularidades que obrigan a un comentario previo á
descripción e discusión dos seus resultados.
TÁBOA III.6.1: Plan experimental para o estudio do efeito conxunto dos niveis
iniciais de N e P. Dominios e criterios de codificación.
sendo terase
Vc: valor codificado, con dominio [–1,1]
Vn: valor natural, con mínimo m e máximo M
Codificación: Vc = {  EQ \F(Vn–Vo;D Vn)
}
Vo: valor natural no centro do dominio = {  EQ \F(m +
M;2) } Descodificación: Vn = Vo + ( D Vn*Vc)
D Vn = {  EQ \F(dominio natural;dominio codificado)
}= {  EQ \F(M – m;2) }
Valores naturais
Valores codificados N P
–1 350 30
–1/3 650 80
0 (4 réplicas) 800 105
1/3 950 130
1 1250 180
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6.1: O deseño utilizado e a avaliación dos modelos resultantes.
Como xa se dixo, os resultados dipoñíbeis non permitían esperar que
os efeitos conxuntos de N e P sobre das respostas de interese poideran
axustarse a modelos hiperbólicos. Mais tampouco parecían aceptábelmente
describíbeis mediante modelos lineais con interaccións NP, nen cuadráticos
con termos N2 e/ou P2.
En efeito, os paraboloides que producen este tipo de ecuacións
constitúen superficies de resposta excesivamente simétricas cando o dominio
experimental é da amplitude que conviría tratar xa neste momento e, en todo
caso, máis simétricas do que os resultados previos veñen suxerindo. Así, e
malia a complicación que introducen, en principio parecía máis realista o
ensaio de expresións que incluíran interaccións N2P e NP2, termos que son
significativos sen selo os cuadráticos simples en diversas situacións reais,
como por exemplo algunhas relacionadas coa cinética enzimática en
presencia de inhibidores.
Nestas condicións, porén, aínda que a matriz experimental (valores de
N e P) sexa ortogonal, a matriz de variábeis independentes (a que inclúe os
valores das combinacións de N e P) nunca estará libre dun certo degrao de
colinealidade nos pares de variábeis N/NP2 e P/PN2.
Como este inconveniente é inevitábel mesmo cos deseños ortogonais
ou rotábeis ortodoxos (BOX & al., 1989; AKHNAZAROVA & KAFAROV, 1982),
decidíuse neste caso utilizar un deseño «en cadrela» coma o descrito no
apartado precedente, que mellora a homoxeneidade na cobertura do ámbito
experimental e permite obter unha panorámica útil da superficie de resposta
aínda no caso de que tal superficie non se logre axustar de modo significativo a
unha forma matemática concreta. O tratamento dos correspondentes
resultados atívose á seguinte metodoloxía:
i) As variábeis cuadráticas (N2 e P2) transformáronse de acordo co
procedemento descrito na parte metodolóxica para a conservación da
ortogonalidade, isto é: os valores das columnas cuadráticas (X{ EQ \S(2;ij) }) da
matriz de variábeis independentes submetéronse ao cambio:
Z{ EQ \S(2;ij)   }=  x{ EQ \S(2;ij)   }–  { EQ \F( å x \ S(2;ij);n) }
utilizándose a seguir as expresións:
b0 = a0  –  { EQ \F( å x \ S(2;ij);n)  (b11 + b22 +…+ bkk) }
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Var(b0)  =  Var(a0)  +  { EQ \B\bc\(( \F( å x \ S(2;ij);n)) \S\up15(2) (b11 + b22 +…+
bkk) }
para obter os valores do termo independente b0 e maila sua varianza Var(b0), a
partires dos a0 e Var(a0), calculados con base na matriz transformada.
ii) Como tamén ficou sinalado, para a avaliación dos coeficientes
seguíuse o criterio usual do t de Student con a £ 0,05, verificándose a
consistencia do modelo por medio do test do F, asimesmo con a £ 0,05, aplicado
ás catro relacións de cadrados medios:
F1  =  { EQ \F(CMM;CME) } modelo aceptábel se F1 ³  F{ EQ \S(num;den) }
F2  =  { EQ \F(CM(M+desaxuste);CMM) }
modelo aceptábel se F2 £  F{ EQ \S(num;den) }
F3  =  { EQ \F(CME;CMEexp) }
modelo aceptábel se F3 £  F{ EQ \S(num;den) }
F4  =  { EQ \F(CMdesaxuste;CMEexp) }
modelo aceptábel se F4 £  F{ EQ \S(num;den) }
iii) Finalmente, para ter baixo control o problema da colinealidade
partíuse do feito de que, por riba dun certo valor do erro experimental, as suas
manifestacións consisten nunha forte oscilación, amiúde con cambio de signo,
nos valores dos coeficientes das correspondentes variábeis.
Deste modo, unha vez determinado o erro experimental mediante a
varianza das réplicas no centro do dominio ( s 2), e supoñendo que tal erro é
normal e homoscedástico, é posíbel crear nunha folla de cálculo un macro que
xere un número aleatorio normal E ~ (0, s 2) de comportamento equivalente ao
do erro experimental, sume alxebraicamente E aos valores esperados de
acordo coa ecuación obtida e recalcule o modelo. Repetida esta rotina
(autodoxia) tantas veces como se desexe (1.000 repeticións no presente caso),
cabe evaluar a estabilidade dos coeficientes directamente a partires das
distribucións dos seus valores, que serán normais de cumplírense os supostos
básicos.
Para a xeración do erro E ~ (0, s 2) comézase pola obtención dun número
aleatorio normal estandarizado Z ~ (0,1) mediante a expresión:
Z ~ (0,1) = { EQ \R(–2 lnU1)   }sen (2p  U2)
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sendo U1 e U2 dous números aleatorios unitarios dos que directamente fornece
calquera folla de cálculo.
Agora ben: xa que a relación entre un número aleatorio normal
estandarizado Z ~ (0,1) e un número aleatorio normal ni ~ (µ, s 2) é:
Z  = { EQ \F(ni – µ; s )    };   isto é:    ni = Z s  + µ
é claro que o erro buscado poderá formularse como:
E ~ (0, s 2) = Z s
co que, sendo y i{ EQ \D\ba7()\S\up4(^)  }os valores esperados obtidos no primeiro
cálculo, cada nova serie de respostas y* virá dada por:
y* =  yi{ EQ \D\ba7()\S\up4(^)  }+ E  =  yi{ EQ \D\ba7()\S\up4(^)  }+ Z s
Avaliado á sua vez este procedemento mediante a sua aplicación a
simulacións con diferentes degraos de colinealidade e erro experimental, os
seus resultados foron altamente consistentes e permiten xustificar o valor
confirmatorio que aquí se lle dá.
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6.2: Interpretación dos resultados.
A táboa III.6.2 recolle os elementos básicos dos modelos obtidos
mediante o plan descrito, utilizándose como respostas tanto as producións de
interese, coma a concentración de glicosa remanente logo dun periodo de
incubación de 20 horas para as duas fontes de N ensaiadas. Nestas
condicións, en nengún caso se detectaron déficits de N nen de P. De tódalas
respostas, únicamente as producións de GOD se axustan de maneira
satisfactoria (particularmente no caso do nitrato) a modelos do tipo dos
especificados. No resto dos casos, ou ben as ecuacións son inconsistentes nos
tests máis finos do F, ou ben apresentan coeficientes de determinación que
revelan un escaso valor preditivo. As razóns destes comportamentos
discútense a seguir con máis detalle.
Polo que se refire á produción de GOD, que constitúe a resposta de
meirande interese (figura III.6.1), é evidente, en primeiro lugar, que a
natureza da fonte de N exerce unha influencia relevante sobre das
características da función obxectivo, poñéndose claramente de manifesto a
superioridade do nitrato fronte da peptona. Con esta última, aínda podendo
sinalarse unha lixeira tendencia á mellora na resposta co descenso no nivel de
P a calquera nivel de N, a produción de GOD é baixa e escasamente sensíbel
ás variábeis ensaiadas.
Con nitrato a resposta máxima case duplica á máxima en peptona, o
aumento do nivel de P determina un aumento sustancial da produción de GOD
a valores intermedios de N, e o máximo dentro do ámbito experimental
representa máis de 8 veces o mínimo. Os efeitos das variábeis son, en
resume, moito máis acusados en presencia de nitrato, onde polo demáis as
tendencias detectadas suxiren claramente, como veremos, estratexias de
optimización. Unha posíbel xustificación destas diferencias entre nitrato e
peptona require considerar previamente algunhas características das outras
duas respostas.
Nen as producións de glicónico nen os niveis de glicosa remanente
producen, tal como se desprende da táboa III.6.2, modelos aceptábeis. Así, as
respostas relevantes nas figuras III.6.2 e III.6.3 son as dadas polos
histogramas, representándose as superficies de resposta, a trazo discontinuo,
únicamente a fin de ilustrar os criterios de rexeitamento.
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TÁBOA III.6.2: Ecuacións empíricas obtidas para as tres respostas indicadas, logo dun
periodo de incubación de 20 horas, en función dos niveis iniciais de nitróxeno e fósforo (en
valores codificados de acordo co indicado na táboa III.6.1). GOD: produción de glicosa
oxidasa, GnH: produción de ácido glicónico, G: glicosa remanente. Os valores teóricos




b0 4,470 103,281 3,076
b1 (N) 1,209 6,237 –
b2 (P) 2,204 – –2,081
b12 (NP) 1,267 6,192 –2,908
b11 (N2) –1,950 –5,468 2,290
b22 (P2) 0,774 – –
b112 (N2P) –1,799 –4,692 –
b122 (NP2) – – 1,472
F1 47,12  [ F{  EQ \S( 6;13)   }=
2,92] Þ  s
6,50  [ F{  EQ \S( 4;15)   }=
3,06] Þ s
22,83  [ F{  EQ \S( 4;15)   }=
3,06] Þ s
F2 0,42  [ F{  EQ \S( 15; 6)   }=
3,94] Þ s
0,41  [ F{  EQ \S( 15; 4)   }=
5,86] Þ s
0,31  [ F{  EQ \S( 15; 4)   }=
5,86] Þ s
F3 4,12  [ F{  EQ \S( 13; 4)   }=
5,89] Þ s
5,00  [ F{  EQ \S( 15; 4)   }=
5,86] Þ s
38,46  [ F{  EQ \S( 15; 4)   }=
5,86] Þ ns
F4 5,50  [ F{  EQ \S( 9;4 )   }=
6,00] Þ s
6,46  [ F{  EQ \S( 11; 4)   }=
5,94] Þ ns
52,09  [ F{  EQ \S( 11; 4)   }=
5,94] Þ ns
r2 axust. 0,936 0,537 0,821
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Nitróxeno como peptona
GOD GnH G
b0 2,757 100,672 2,830
b1 (N) 0,564 2,480 –1,284
b2 (P) –0,675 –6,478 –
b12 (NP) – 3,911 –
b11 (N2) –0,774 –8,616 0,878
b22 (P2) 0,539 – –
b112 (N2P) – – –
b122 (NP2) – – 0,984
F1 14,82  [ F{  EQ \S( 4;15)   }=
3,06] Þ  s
9,67  [ F{  EQ \S( 4;15)   }=
3,06] Þ s
9,37  [ F{  EQ \S( 3;16)   }=
3,24] Þ s
F2 0,32  [ F{  EQ \S( 15; 4)   }=
5,86] Þ s
0,36  [ F{  EQ \S( 15; 4)   }=
5,86] Þ s
0,31  [ F{  EQ \S( 15; 3)   }=
8,70] Þ s
F3 1,67  [ F{  EQ \S( 15; 4)   }=
5,86] Þ s
3,37  [ F{  EQ \S( 15; 4)   }=
5,86] Þ s
4,03  [ F{  EQ \S( 16; 4)   }=
5,83] Þ s
F4 1,92  [ F{  EQ \S( 11; 4)   }=
5,94] Þ s
4,24  [ F{  EQ \S( 11; 4)   }=
5,94] Þ s
5,03  [ F{  EQ \S( 12; 4)   }=
5,91] Þ s
r2 axust. 0,744 0,646 0,569
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Figura III.6.1: Producións de GOD en función dos niveis iniciais de N e P para duas fontes de N. Esquerda: valores
experimentais (pontos) e superficies de resposta correspondentes aos modelos da táboa III.6.2. Dereita: correlacións
entre os valores experimentais e as predicións dos modelos propostos.
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Figura III.6.2: Histogramas: producións de ácido glicónico (GnH) en función dos niveis iniciais de N e P para duas
fontes de N. As superficies de resposta a trazo discontinuo e os valores esperados que se utilizan nas correlacións da
dereita corresponden aos modelos (que se rexeitan) da táboa III.6.2.
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Figura III.6.3: Histogramas: glicosa remanente (G) en función dos niveis iniciais de N e P para duas fontes de N. As
superficies de resposta a trazo discontinuo e os valores esperados que se utilizan nas correlacións da dereita
corresponden aos modelos (que se rexeitan) da táboa III.6.2
As producións de ácido glicónico (figura III.6.2) son moi pouco
sensíbeis tanto á natureza da fonte de N –o nitrato segue a ser, con todo, a
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mellor opción–, coma ás relacións entre os niveis iniciais de N e P. Confírmase
así, de acordo co que xa se sinalara no apartado 4.1, que a bioconversión da
glicosa pode chegar a ser exhaustiva neste sistema, logo dun breve periodo de
incubación, mesmo en presencia dun nivel moderado de enzima. De feito, os
niveis de ácido glicónico só descenden de maneira apreciábel con actividades
de GOD inferiores a 1 UE/mL, en meios con P alto e N baixo.
As diferencias nos niveis de glicosa remanente (figura III.6.3) son de
pouca entidade en comparanza coas concentracións iniciais utilizadas, veñen
pouco afectadas –especialmente en presencia de peptona– polos niveis
iniciais de N e P, e poñen de manifesto que esta última fonte de N promove, en
xeral, consumos de glicosa máis intensos que non se traducen nunha superior
eficiencia da conversión en ácido glicónico.
Esta última circunstancia podería constituir unha explicación da
superioridade do nitrato como fonte de N para as producións de GOD e
glicónico, xa que todo suxire que a fracción de glicosa que o microorganismo
invirte na produción de biomasa é superior no caso da peptona.
TÁBOA III.6.3: Verificación dos modelos correspondentes á produción de GOD
(autodoxia con 1.000 repeticións) en presencia das duas fontes de N ensaiadas.









b0 4,448 ± 0,185 100 2,645 ± 0,068 100
b1 (N) 1,210 ± 0,148 100 0,578 ± 0,096 98,4
b2 (P) 2,199 ± 0,233 100 –0,663 ± 0,101 99,8
b12 (NP) 1,264 ± 0,203 100 - -
b11 (N2) –1,950 ± 0,245 100 - -
b22 (P2) 0,781 ± 0,236 99,6 - -
b112 (N2P) –1,791 ± 0,347 100 - -





r2 axust. 0,984 0,785
Ao cabo, na táboa III.6.3 recóllense os resultados que se obteñen
cando se verifica, polo método denantes descrito, a estabilidade dos
coeficientes nos modelos correspondentes á produción de GOD. A consistencia
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da ecuación proposta para o caso do nitrato fica claramente confirmada: os
coeficientes significativos son os mesmos, os intervalos de confianza (a =0,05)
dos seus valores logo das 1.000 repeticións inclúen os valores medios que
figuran na táboa III.6.2, e as frecuencias de aceptación no test do F
constitúen unha relectura dos primeiros resultados. Non é así, porén, no caso
da peptona, onde o modelo que xorde das 1.000 repeticións conserva
únicamente os efeitos de primeiro orde.
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6.3: Gradiente de aproximación lineal para a produción de GOD, con
nitrato como fonte de N.
Unha maneira de resumir os resultados que fornece, ademáis, dun
criterio orientativo para a búsqueda dunha mellora da resposta fóra dos
límites do dominio experimental ensaiado, ven dada polo método do gradiente
de aproximación lineal (GAL) do modelo proposto para a resposta de interese.
Derivando a ecuación correspondente á produción de GOD (táboa III.6.2)
verbo de cada unha das variábeis independentes (Xi):
¶ Y /¶ N = 1,209 + 1,267 P – 2x1,950 N – 2x1,799 NP [6.2]
¶ Y /¶ P = 2,204 + 1,267 N – 2x0,774 P – 1,799 N2 [6.3]
e sustituíndo nas expresións [6.2] e [6.3] as Xi polas abscisas dun ponto calquera
do ámbito, obtéñense as pendientes da función nese ponto, na dirección de
cada variábel. Fixando agora o primeiro ponto do GAL no centro do dominio
(X0i=0), as abscisas (X1i) do seguinte ponto poden calcularse, asignando
incrementos albitrarios D Xi ás variábeis independentes, mediante a expresión:
X1i = X0i + ( ¶ Y /¶ Xi) · D Xi
sendo a correspondente resposta o valor que resulta ao sustituir na expresión
orixinal as Xi polos valores X1i. A partires do ponto X1i calcularíase a seguir o X2i
por reiteración do procedemento, e así sucesivamente.
A aplicación desta operatoria de extrapolación ao presente caso,
utilizando como incrementos (codificados) D N= D P=0,02, produce para variábeis
e respostas esperadas os valores que se recollen nas tres primeiras columnas
da táboa III.6.4. Non embargantes, as características da superficie que
descrebe a produción de GOD (figura III.6.1) indican que o nivel de N
permanece prácticamente constante ao longo da liña que une os máximos a
diferentes niveles de P. En efeito:
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Deste modo, un criterio alternativo para a verificación experimental
da extrapolación podería consistir en manter o N constante na concentración
requerida para a resposta máxima, conservando o mesmo incremento para P
(isto é: D N=0; D P=0,02). Tal é a traxectoria que recollen as tres últimas
columnas da táboa III.6.4, que se representa a trazo continuo na figura
III.6.4 (á escala da cal resulta indisterábel da precedente), e a finalmente
ensaiada.
TÁBOA III.6.4: Valores (codificados) das variábeis e respostas
esperadas para dous gradientes alternativos.
N P GOD N P GOD
D X i: 0,020 0,020 0 0,020
0,000 0,000 4,47 0,330 0,000 4,66
0,024 0,044 4,60 " 0,049 4,78
0,048 0,090 4,73 " 0,100 4,91
… … … … … …
0,333 2,297 14,31 " 2,371 14,76


























Figura III.6.4: Valores esperados (liña continua) e resultados experimentais (E) ao longo da liña de gradiente.
Os correspondentes resultados, que se representan na figura III.6.4,
confirman os valores xa obtidos dentro do primeiro ámbito experimental, e
poñen de manifesto que, aínda a extrapolación conducindo a unha (previsíbel)
sobreestimación, si permite definir un criterio para a mellora da resposta. A
produción de GOD, en efeito, continúa aumentando durante un breve treito co
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aumento da concentración inicial de P, para acadar un máximo nos arredores
de P=1,25 (valor natural 199 mg/L).
Así pois, e en ausencia de indicacións específicas, endiante darase por
suposto que as proporcións óptimas de nutrintes esenciais nos meios obtidos
a partires dos efluíntes son as que se recollen na táboa III.6.5 (meio G-03).




N non proteico trazas
P total 0,028
Suplementación (por litro)
Ca(NO3) 2. 4H2O 6,297 g N-NO3: 747 mg Ca: 1069 mg
CaCO3 22,330 g Ca: 8942 mg
KH2PO4 0,756 g P:172 mg
MgSO4.7H2O 0,100 g Mg:9,864 mg
N total 1100 mg
P total 200 mg
Ca 10011 mg (250 mM)
pH inicial 7,0
Relación C/N/P 10 0/0,92/0,17
Relación C/N/P 109
Relación C/P 600
7: O papel do suporte na produción de GOD ...
III: Resultados e discusión  –179–
7: O papel do suporte na produción de GOD en cultivo en
estado sólido. Un modelo empírico.
Na experimentación ata aquí levada ao cabo, características proprias
do suporte, tais como a densidade do material ou o tamaño da partícula, foron
submetidas aos criterios discrecionais expostos no primeiro apartado de
resultados, o que equivale a eliminalas en tanto que variábeis capaces de
afectaren o proceso en estudio.
Agora ben: non existen motivos para aceptar tal hipótese, e sí máis
ben a contraria. De feito, resultados previos obtidos neste laboratorio,
traballando en sistemas semellantes (PINTADO & al., 1994; TORRADO & al.,
1994; PASTRANA & al., 1995; MURADO & al., 1997; 1998, por exemplo) inducen a
supoñer, primeiramente, que factores como os mencionados deben ter
incidencia sobre de procesos como a retención de auga ou a transferencia de
masa, claramente susceptíbeis de condicionaren a cinética microbiana; en
segundo lugar, que os efeitos non son simplemente aditivos, dándose
interaccións de entidade cuantitativa pouco previsíbel a priori entre os
factores vinculados ao suporte e outras variábeis do cultivo.
Estas condicións fan especialmente acaída, unha vez máis, a
experimentación factorial en deseño ortogonal, fornecedora de observacións
libres de covarianza nas variábeis independentes, e aptas, así, para avaliar
sen interferencias a significación de efeitos combinados de máis dunha
variábel, isto é, efeitos dunha variábel que dependen dos valores doutra(s). A
seguir discutiranse os problemas relacionados coas variábeis independentes
seleccionadas (densidade do suporte, diámetro da partícula e concentración de
sustrato), así como os criterios de execución do plan experimental.
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7.1: Variábeis e criterios de deseño
Dúas das variábeis independentes tomadas en consideración non
oferecen problemas especiais, podendo definirse simplemente como:
Diámetro da partícula (Ø): Aínda que se utilizaron partículas cilíndricas, con
dimensións iguais para diámetro e xeratriz, pareceu aceptábel considerar este
valor como o diámetro dunha esfera aproximadamente equivalente. O
correspondente dominio estabeleceuse no intervalo 4-8 mm.
Concentración de sustrato (S): Definiuse en termos de mg de glicóxeno por mL
de fase líquida. O dominio fixouse en 60-120 mg/mL.
A terceira variábel (densidade do suporte), pola contra, sí apresenta
unhas implicacións que convén discutir con certo detalle. De feito, o seu
significado e papel no sistema, aínda en ausencia de crecemento microbiano,
requeríu un estudio preliminar que esixíu a execución do seu proprio plan
ortogonal.
7.1.1: Densidade do suporte ( )
De non utilizárense aditivos que varíen a densidade real do material, a
densidade aparente dunha escuma de poliuretano depende das proporcións
dos reactivos e do ar inxectado na mestura de reacción. Relaciónase, pois, coa
fracción oca (e polo tanto coa capacidade de cárrega da escuma), a grosura da
parede, a área superficial e o tamaño medio da cela. As escumas en principio
dispoñíbeis eran as que o fabricante (COPO Ibérica, S.A.) especificaba como
de densidades aparentes de 20, 40 e 60 g/dm3, de aí que nos primeiros ensaios
se decidira, como opción de compromiso, a utilización da intermedia.
As correspondentes cárregas máximas de auga determináronse por
pesada, logo de enchoupar o material mediante unha serie de compresións e
expansións nunha probeta, cun zuchón ad hoc. Como era de agardar, os
resultados así obtidos, expresados en mL por unidade de peso e volume (táboa
III.7.1), puxeron de manifesto que os volumes susceptíbeis de seren ocupados
por auga son, para pesos iguais de polímeros de distinta densidade,
inversamente proporcionais ás respectivas densidades.
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r = 20
µm:  0        250      500
r = 40
r = 60
Figura III.7.1: Imaxe microscópica (40 aumentos) das tres escumas estudiadas.
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TÁBOA III.7.1: Cárrega máxima de auga (100% de saturación) en escumas
de poliuretano de diferente densidade.
Densidade aparente Cárrega máxima




Os mesmos resultados evidencian altos valores da fracción oca en
tódolos casos, sen diferencias significativas nas tres densidades. Así, e xa que
a observación microscópica (figura III.7.1) oferece a imaxe dunha reticulación
e unha grosura de parede crecentes coa densidade (i.e. unha fracción oca
decrecente), cabe aceptar que a densidade (úneco criterio distintivo do
fabricante) traduce directamente a capacidade do material para incluir auga,
sen relevancia a este respeito das posíbeis diferencias de hidrofilia.
Mais semella claro que a influencia da densidade no cultivo non só se
vincula á capacidade de cárrega de fase líquida, senon tamén ao seu posibel
efeito na capacidade para a retención da auga embebida. Tal capacidade de
retención en ausencia de microorganismo avaliouse por dous procedementos,
un deles implicando a evaporación e outro a centrifugación.
Evaporación
Posto que a evaporación ven influenciada pola actividade da auga, e a
fase líquida do cultivo inclúe unha concentración de solutos suficientemente
importante como para influir na actividade da auga, o estudio da evaporación
levouse ao cabo mediante un plan de duas variábeis, no que se combinaron
densidades ( r ) e concentracións de glicosa na fase líquida (S). Como a
posibilidade de interacción entre ámbalas duas variábeis non era rexeitábel a
priori, a tal fin utilizouse un deseño ortogonal completo de primeiro orde (22),
realizado convencionalmente segundo os procedimientos descritos por
AKHNAZAROVA & KAFAROV (1982) e BOX & al. (1989), con réplica séxtuple no
centro do dominio definido na táboa III.7.2.
As unidades experimentais consistiron en prismas lamelares das
diferentes escumas (80x40x5 mm), con idénticas cárregas iniciais de fase
líquida medidas en termos de volume por unidade de volume (para unha
discusión máis detallada da cárrega, véxase máis adiante). A resposta
mediuse como porcentaxe de evaporación logo dun periodo de 10 horas a 20°C
7: O papel do suporte na produción de GOD ...
III: Resultados e discusión  –183–
nunha cámara cunha humidade relativa do 50%. (intervalo suficiente para
determinar evaporacións na viciñanza do 50%).
TÁBOA III.7.2: Dominio experimental e codificación das












Incrementos 1 20 145
CODIFICACIÓN: Vc = (Vn-Vo) / D V n
DESCODIFICACIÓN: Vn = Vo + ( D V n*Vc)
V c: valor codificado
V n: valor natural
V o: valor natural no centro do dominio
D V n: incremento de Vn correspondente a unha unidade de Vc
Nestas condicións, cando se aceptan os coeficientes significativos de
acordo co test do t de Student (a <0,05), a ecuación obtida:
Y = 46,59 + 4,72 r  – 7,82 S [7.1]
resulta consistente (F de Fisher, a <0,05) tanto pola relación entre erro total e
experimental, coma pola relación entre desaxuste e erro experimental (cun
coeficiente de determinación axustado de r2=0,938). Tendo en conta que o
coeficiente da interacción entre as variábeis independentes (termo en r S) non
se fai significativo nen tan sequer relaxando o rigor do test de Student ata
límites intolerábeis, cabe concluir que os efeitos son simplemente aditivos
(véxase figura III.7.2).
Que a concentración de soluto reduza a taxa de evaporación resulta
lóxico polo seu efeito redutor da actividade da auga. Máis surprendente, en
principio, podería parecer o feito de que o aumento da densidade favoreza a
evaporación. Tal resultado empírico encontra, porén, a sua xustificación
considerando que, ao disminuir o volume das celas co aumento da densidade,
aumenta a relación superficie/volume dos espacios ocos.
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Figura III.7.2: Efeitos da densidade do suporte e a concentración de sustrato na fase líquida sobre da evaporación da
cárrega de auga (10 horas/20°C/humidade relativa do 50%). Nótese o carácter simplemente aditivo (ecuación [7.1]:
ausencia de interacción entre as duas variábeis).
Ao cabo, debe advertirse que a linealidade do efeito da concentración
de sustrato ao longo dun intervalo tan amplo como o ensaiado (10-300 g/L)
debe tomarse con obvias precaucións. O que os resultados amosan é
simplemente que o efeito non é estatísticamente discerníbel da linealidade a
un nivel de confianza do 95% (a <0,05); pero o certo é que o exame dos valores
experimentais revela unha pequena curvatura, suxeridora, –o que é máis
lóxico– dun efeito asintótico. Con todo, e dado que o intervalo experimentado
inclúe a calquera dos que é razoábel ensaiar nos cultivos propriamente ditos,
a linealidade pode aceptarse como unha aproximación suficiente.
Centrifugación
Os efeitos da densidade sobre da retención de fase líquida cando o
sistema se submete á centrifugación estudiouse (prescindíndose aquí da
concentración de sustrato por non parecer relevante) carregando as escumas
ao 50% de saturación e medindo a porcentaxe remanente despois dun periodo
de 30 minutos de centrifugación a diferentes valores de G.
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Figura III.7.3: Perda de auga en escumas de distintas densidades (Å: 20; É: 40; Ñ: 60 g/dm3), cunha cárrega inicial
equivalente ao 50% de saturación, despois de 30 minutos de centrifugación a diferentes velocidades. As liñas a trazo
continuo representan os correspondientes axustes á ecuación [7.2].
Os resultados, que se apresentan na figura III.7.3, amosan o aumento
da capacidade de retención co aumento da densidade, pero evidencian
asimesmo unha dependencia asintótica verbo desta variábel, que suxire, en
primeiro lugar, unha certa precaución á hora de considerar a escuma de 40
g/dm3 como un caso estritamente intermedio ao das outras dúas. Os mesmos
resultados suxiren tamén que a densidade aparente contitúe unha variábel de
implicacións complexas, mesmo sobre dun dado tan elemental como a cesión
de auga.
En efeito, cando se tenciona a búsqueda dunha forma funcional capaz
de describir axeitadamente a agrupación dos valores experimentais, a
hipótese en principio máis imediata (a dunha ecuación expoñencial negativa
simple) fica moi lonxe de resultar satisfactoria, obténdose en troques elevados
axustes (correlacións entre observacións e predicións de R(y;y{  EQ
\ D\ba5()\S\up3(^ )  }) = 0,985; 0,982 e 0,989 para as densidades de 20, 40 e 60
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respectivamente; véxase figura III.7.3) cando se utilizan modelos que
propoñen unha suma de duas expoñenciais negativas:
S = S1 EXP(–r1 G) + S2 EXP(–r2 G)      ;      sendo: [7.2]
S: Porcentaxe de saturación remanente
G: Forza centrífuga
r1 e r2 : Coeficientes específicos de cesión de auga (auga cedida por
unidade de volume e por unidade de forza centrífuga)
S1 + S2 = So : Porcentaxe de cárrega inicial
A xustificación dun tal modelo non semella puramente empírica, xa
que resulta plausíbel supoñer que na retención da auga interveñen dous
factores: a capilaridade e a adherencia ás paredes. Aínda que, se as paredes
se consideran fortemente hidrofóbicas, ámbolos dous efeitos se vincularían,
asomade, á tensión superficial, a retención por capilaridade dependería do
volume das celas e a adherencia da área superficial do material (e máis da
hidrofilia, se for o caso). Se a ilo se engade o suposto, razoábel, de procesos de
primeiro orde en ámbolos dous efeitos (isto é: proporcionalidade da auga cedida
á auga presente), a ecuación [7.2] aparece como unha solución lóxica.
Seguindo esta liña argumental, cabería dubidar de que a densidade
aparente constitúa propriamente unha variábel primaria do sistema. Así, por
exemplo –o que resulta coherente coa interpretación que ven de se dar– a
escuma de densidade 60 perde auga máis lentamente do que a de densidade 20
a baixas velocidades, pero máis rápidamente a altas. Non é doado, con todo,
atoparlle un sustituto, polo que a solución máis simple sería a de utilizar a
densidade como variábel primaria e considerar que o seu efeito sobre da cesión
de auga ao cultivo está relacionado co parámetro r1, que condicionaría
maioritariamente o proceso no tramo de gravidades moderadas.
Debe notarse que os efeitos opostos do aumento da densidade nas
perdas de auga por evaporación e por gravidade son doadamente explicábeis
en función do tamaño medio das celas: cando éste descende como
consecuencia do aumento da densidade, o correspondente aumento da relación
superficie / volume favorece a evaporación, pero favorece tamén os efeitos
capilares que se opoñen á drenaxe gravitatoria.
Ao cabo, o feito de que o comportamento da escuma de densidade
intermedia semelle máis achegado ao da de densidade alta (particularmente
no tramo de G alta) podería interpretarse en termos de pequenas diferencias
na composición do material, con incidencia na sua hidrofilia. Consultado a este
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respeito o fabricante, confirmouse que, en efeito, a escuma de 40 g/dm3
pertencía a un lote diferente, polo que eran posíbeis pequenas variacións nas
proporcións dos reactivos.
Con todo, un ensaio adicional de evaporación tendeu a confirmar que,
a este respeito, o comportamento da escuma de densidade intermedia era,
efectivamente, intermedio. Tal confirmación derivou dun recurso de deseño do
que se fará uso no apartado subseguinte nun contexto algo máis complexo, e
que se basea simplemente no feito de que duas matrices de deseño dos tipos:
Matrices de deseño
A B
t. indep. X1 X2 X1 X2 t. indep. X1 X2 X1 X2
1 -1 -1 1 1 -1 -1 1
1 1 -1 -1 1 1 -1 -1
1 -1 1 -1 1 -1 1 -1
1 1 1 1 1 1 1 1
1 -1 0 0 1 0 0 0
… … … … … … … …
1 1 0 0 … … … …
… … … … … … … …
Matrices de varianzas-covarianzas dos coeficientes
A B
0,10 0 0 0 0,10 0 0 0
0 0,10 0 0 0 0,25 0 0
0 0 0,25 0 0 0 0,25 0
0 0 0 0,25 0 0 0 0,25
son ámbalas duas ortogonais (a matriz de varianzas-covarianzas é diagonal)
e conducen á mesma ecuación sempre que o «centro virtual» do deseño A
coincida co centro real do deseño B. Isto é, sempre que estea xustificada a
interpolación que, para a variábel X1, implica o deseño A.
Dado que o tratamento aquí dado á evaporación é pouco custoso en
termos experimentais, decidiuse repetir o plan «Evaporación = f( r ;S)», agora baixo
da modalidade de deseño A, e os resultados levaron de novo á ecuación [7.1].
7: O papel do suporte na produción de GOD ...
III: Resultados e discusión  –188–
7.1.2: Definición da unidade experimental e matriz de deseño.
Estabelecido o dominio do conxunto de variábeis descrito (que se
recolle, co criterio de codificación, na táboa III.7.3), para a definición da
unidade experimental avaliáronse as posibilidades de homologar pesos ou
volumes de suporte para as diferentes escumas, a fin de obter unidades
comparábeis. O principal problema vinculado á unificación dos pesos consiste
en que as diferencias de volume coas que así se traballaría, implicarían nas
distintas unidades diferencias moi sensíbeis nas condicións de cultivo, non
relacionadas coas variábeis xa definidas, senon co que poderían chamarse
condicións de empacotamento.
TÁBOA III.7.3: Dominio experimental e criterios de
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0 6 40 90
1 8 60 120
Incrementos 1 2 20 30
CODIFICACIÓN: Vc = (Vn-Vo) / D V n
DESCODIFICACIÓN: Vn = Vo + ( D V n*Vc)
V c: valor codificado
V n: valor natural
V o: valor natural no centro do dominio
D V n: incremento de Vn correspondente a unha unidade de Vc
Tal foi a razón pola que se decidíu homologar as unidades en función do
volume aparente de suporte (incluíndo o espacio interparticular), definido
operacionalmente ao traveso da medida que se obtén cando o material se
carrega nunha probeta de diámetro ~10 veces o da partícula, despois de
compactalo por gravidade (percutindo nas paredes da probeta coma cando se
enche unha columna cromatográfica). Procedendo deste modo, constatouse
que, dentro do intervalo de diámetros e densidades utilizado, as relacións entre
peso e volume aparentes foron proporcionais ás densidades indicadas polo
fabricante. Así, as cárregas de suporte foron de 0,4 e 1,2 g por unidade
experimental nas escumas de densidades 20 e 60 g/dm3 respectivamente.
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Nestas condicións, compre ter en conta que o criterio de adición da
fase líquida ten asimesmo consecuencias potencialmente importantes. En
efeito, de homologárense os volumes de fase líquida por unidade de peso de
suporte, xérase indirectamente unha nova variábel (volume de fase
líquidaL/cárrega máxima, ou, o que é o mesmo, porcentaxe de saturación de
fase líquida), que toma valores diferentes nas unidades experimentais con
cárregas de diferentes densidades.
Un criterio alternativo consiste na homologación das porcentaxes de
saturación. Dada a decisión de igualar o volume aparente de suporte nas
unidades experimentais, este segundo criterio implica a adición de iguais
volumes de fase líquida a diferentes pesos de suporte, o que provoca o
problema complementar do denantes definido. Con todo, e posto que o volume
aparente e a porcentaxe de saturación semellan variábeis máis definidoras
dos estados do sistema do que as correspondentes baseadas en pesos, a
decisión neste caso foi a de igualar a porcentaxe de saturación, que se
estabeleceu no 44% (8 mL de suspensión de esporas no meio de cultivo en
cada unidade experimental).
O meio utilizado respondeu á composición optimizada G-03 (táboa
III.6.5). O inóculo rebaixouse lixeiramente (2,5x106 esporas/mL de fase
líquida) verbo do habitual, a fin de facilitar no posíbel a discriminación das
diferentes condicións e, para evitar un posíbel desprazamento do periodo
idóneo de incubación, realizouse un seguimento, a intervalos de tres horas,
dunha serie adicional de unidades experimentais nas condicións do centro do
dominio. O desenrolo desta serie, moi semellante ao dos cultivos que se
recollen na figura III.4.4, levou a seleccionar un periodo de 21 horas.
Malia a confirmación do carácter «central» da escuma de densidade
intermedia, polo menos dende a perspectiva da evaporación, decidiuse
prescindir da sua inclusión no plan. Un recurso obvio para compensar tal
carencia, consistiría na execución de dous plans ortogonais de duas variábeis
(diámetro e sustrato) a cadansua densidade extrema. Deste modo, se a
densidade non é unha variábel de efeito relevante sobre da resposta, as
superficies correspondentes aos dous plans serán estatísticamente
indisterábeis; se é responsábel dun efeito de primeiro orde, serán paralelas e
se interactúa con calquera das outras duas variábeis (ou coas dúas á vez) as
superficies perderán o paralelismo na dirección da variábel coa que se dea a
interacción (ou verbo das dúas).
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Unha maneira de reunir estes dous plans nun úneco deseño de tres
variábeis, conservando a ortogonalidade e sen necesidade de dispoñer da
densidade intermedia, consiste, como xa se víu no apartado precedente, na
execución dun deseño de centro virtual na correspondente variábel, do tipo do
apresentado na táboa III.7.4.
7: O papel do suporte na produción de GOD ...
III: Resultados e discusión  –191–
7.2 Análise dos resultados
Os resultados do plan, coa resposta (Y ) en termos de niveis de GOD
por mL de fase líquida detectados ás 21 horas, sumarízanse na táboa III.7.4,
xunto cos criterios e información precisa para a sua avaliación estatística.
Aceptando os coeficientes significativos de acordo co test do t de Student
( a <0,05), a ecuación obtida resulta consistente (F de Fisher, a <0,05) tanto
pola relación entre erro total e experimental, coma pola relación entre
desaxuste e erro experimental, o que permite propoñer para a descripción do
sistema o modelo empírico:
Y = 4,75 – 0,25 Ø + 1,58 S – 0,26 r Ø – 0,30 r S – 0,37 r ØS [7.3]
TÁBOA III.7.4: Resultados do plan experimental e análise da significación do modelo proposto.
Y: glicosa oxidasa (UE) por mL de fase líquida; Y{  EQ \ D\ba5()\S\up4(^ )  }: respostas
esperadas; NS: coeficiente non significativo; SC: sumas de cadrados; dl: degraos de liberdade;
CM: cadrados medios; E: erro total; Ee: erro experimental; Da: desaxuste do modelo.
r Ø S Y Y{  EQ
\ D\ba5
( ) \S\up
4(^ )  }
Coeficientes t Modelo
-1 -1 -1 3,48 3,23 4,75 72,93 4,75
-1 -1 1 6,34 6,24 -0,07 1,09 NS r
-1 1 -1 2,62 2,52 -0,25 2,89 -0,25 Ø
-1 1 1 7,26 7,01 1,58 18,34 1,58 S
1 -1 -1 3,61 3,61 -0,26 3,07 -0,26 Ø
1 -1 1 6,76 6,91 -0,30 3,43 -0,30 S
1 1 -1 3,17 3,32 0,08 0,89 NS ØS
1 1 1 5,16 5,15 -0,37 4,27 -0,37 ØS
-1 0 0 4,64 4,75
-1 0 0 4,51 4,75
-1 0 0 4,89 4,75 Resposta media =   4,75
1 0 0 4,94 4,75 Resposta central media =   4,68
1 0 0 4,72 4,75 Var(Ee) =   0,0593
1 0 0 4,37 4,75 t  ( a <0,05;u =4) =   2,776
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ANÁLISE DA VARIANZA (Consistencia do modelo)
SC dl CM
Modelo 22,79 5 0,56 CME/CMEe= 0,968 F{  EQ \ S( 8;4)
( a =0.05)  }= 6,040
Erro 0,46 8 0,06 CMDa/CMEe= 0,937 F{  EQ \ S( 4;4)
( a =0.05)  }= 6,390
Error experim. 0,24 4 0,06 r 2= 0,980
Desaxuste 0,22 4 0,06  r2 axustado= 0.968
Total 23,25 13
verbo do cal ten interese sinalar as modificacións que experimenta variando
as esixencias do test de Student. En efeito, elevando tais esixencias ata o
nivel a <0,025, a ecuación [7.3] fica reducida a:
Y = 4,75 + 1,58 S – 0,37 r ØS [7.4]
asimesmo superadora dos dous tests de Fisher ao nivel a <0,05, ben que
fornecendo dunhas predicións menos axustadas (os coeficientes de regresión
baixan ata os valores r2=0,905; r2 axustado=0,888 dende os que figuran na táboa
III.7.4). Pola contra, relaxando o rigor do test de Student ata o nivel a <0,1,
non se torna relevante nengún novo efeito, remanecendo o modelo
incambiado.
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Figura III.7.4: Residuos estandarizados e correlación entre observacións e prediccións de acordo coa ecuación [7.3].
Polo demáis, a ecuación [7.3] proporciona unha aceptábel correlación
lineal entre observacións e predicións (R[y;y{  EQ \ D\ba5()\S\up3(^ )  }]=0,990), así
como uns residuos estandarizados de pequena entidade (só un caso excede o
valor 1s ) e sen regularidades suspeitosas (figura III.7.4). Na figura III.7.5, ao
cabo, apreséntanse duas proxeccións da correspondente superficie de
resposta, que facilitan a visualización das características esenciais do
sistema.
O primeiro aspeito a salientar consiste no feito de que, dentro do
dominio experimental, os efeitos das variábeis independentes determinan
variacións da resposta no intervalo [2-7,5], tendo a concentración de sustrato
un papel claramente sobranceiro. En segundo lugar, debe repararse en que as
características dos termos de primeiro orde (ausencia da densidade e signo
negativo do diámetro) en absoluto poden interpretarse de maneira directa,
prescindindo das interaccións e aceptando simplemente que a densidade é
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irrelevante e que os diámetros altos favorecen a produción obxectivo. De feito,









































Figura III.7.5: Superficies de resposta correspondentes á ecuación [7.3], amosando o efeito conxunto de diámetro e
densidade sobre da produción de GOD a dous valores de sustrato (S).
Efectivamente, a valores baixos de sustrato, os diámetros baixos
resultan lixeiramente favorábeis á produción, e as densidades altas, aínda que
máis lixeiramente aínda, tamén. Mais dado o importante efeito positivo do
sustrato, é evidente que as producións altas requiren valores altos desta
variábel, e nestas condicións é moi patente (véxase a parte dereita da figura
III.7.5) a forte depresión da resposta fronte da conxunción de diámetros altos
con densidades altas. Como as densidades baixas resultan algo máis
favorábeis do que as altas, a opción decántase, pois, cara á combinación de
densidades baixas con diámetros altos. Un factor adicional, de índole práctica,
en apoio desta opción, ven dado polo feito de os diámetros altos seren máis
doados de manipular, mentres a extrapolación na dirección de diámetro
decrecente chegaría de contado a se facer experimentalmente pouco viábel.
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Figura III.7.6: Gradientes de aproximación lineal correspondentes á ecuación [7.3], aceptando os incrementos de
densidade e diámetro que maximizan a pendiente da resposta (esquerda), e impoñendo a restrición r £ 40 g/dm3
(dereita).
Esta valoración queda ilustrada na figura III.7.6, onde se apresenta
unha comparaza das traxectorias que maximizan a pendiente da resposta,
coas que resultan de impoñer a restrición r £ 40 g/dm3, cando se calculan as
respostas estimadas de acordo co método do gradiente de aproximación lineal,
aplicado de maneira análoga á descrita no apartado 6.3, dentro dun dominio de
valores experimentalmente razoábel.
No fundo, pois, a ecuación esquemática [7.4] resultante da aplicación
máis rigorosa do test de Student, constitúe un bon resumo do comportamento
do sistema, determinado no esencial polo signo positivo do sustrato e o
negativo da interacción r ØS. Tal comportamento, polo demáis, resulta
coherente en función dos factores estructurais máis característicos do tipo de
cultivo aquí estudiado.
Así, e razoábel supoñer que o signo negativo de tódolos termos de [7.3]
nos que intervén a densidade traduce as restricións á difusión intraparticular
a densidades altas, lóxicamente acentuadas polo aumento do diámetro da
partícula, así como polos elevados niveis de sustrato, favorecedores do
crecemento do microorganismo e da formación de glicónico, factores que
tenden a atuir a estrutura porosa do suporte e aumentar a viscosidade do
meio. Á luz do que acontece no sistema en ausencia de microorganismo,
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cabería suspeitar asimesmo que a densidade alta podería chegar a provocar
































































Figura III.7.7: Rendementos correspondentes á totalidade dos casos implicados no plan experimental que conducíu á
ecuación [7.3].
De maneira complementar, o efeito favorábel derivado –se se teñen en
conta tódalas interaccións– do aumento do diámetro, pode atribuirse ao feito
de que, a igualdade de volume aparente, o aumento do tamaño da partícula
facilita a difusión interparticular.
Por último, e xa que en nengún caso os consumos de sustrato durante
o periodo de incubación chegaron a producir condicións limitantes, pode
sinalarse que os rendementos (GOD producida / carbohidratos consumidos)
apresentaron diferencias moi pouco relevantes, non aténdose en absoluto ao
modelo das producións. Na figura III.7.7, limitada a recoller os
correspondentes valores, o úneco aspeito que cabe se cadra salientar é que
mentres a diámetros baixos o aumento de sustrato semella reducir o
rendemento (casos 1 e 2. Situación polo demáis lóxica tendo en conta a
casuística xenérica dos rendementos decrecentes), a diámetros altos acontece
o contrario (casos 3 e 4). Constatación que constituiría aínda outro
argumento máis en prol da opción dos diámetros altos.
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8: Cultivo submerxido.
Para dispoñer dun termo de comparanza coas producións de interese
en réxime de estado sólido, realizouse un cultivo submerxido convencional, nun
bioreactor de 50 litros, de acordo coas seguintes especificacións:
Meio (g/L): glicosa: 100; nitróxeno (como peptona): 0,950; fósforo 
(como KH2PO4): 0,200; magnesio (como MgSO4.7H2O): 9,86.10–3.
pH controlado a 7,0 por adición de NaOH 15M. Temperatura: 30°C.
Saturación de osíxeno: Inicial do 100% e mínimo do 50%, controlado 
mediante variacións da axitación (inicial 200 rpm) e aireación (inicial 
1 volume.volume–1.minuto–1).
Inóculo: suspensión de esporas á concentración necesaria para obter 
unha poboación inicial de 0,175.106 esporas/mL.
Na figura III.8.1 represéntanse os correspondentes resultados, xunto
cos axustes que se discutirán a seguir, e que permiten estabelecer:
1: O crecemento do microorganismo e produción da GOD apresentan
características asimilábeis ás dunha diauxia. Así, polo que se refire ao
aumento da biomasa, cabe disterar duas etapas: unha, que abrangue dende o
inicio ata arredor das 35 horas, e que ten lugar de acordo cun modelo loxístico:
X = { EQ \F(K;1 + EXP (c–µt))       },   con  c = ln { EQ \B\bc\((  \F(K;Xo)  – 1)   },
sendo: [8.1]
X: biomasa, con Xo e K como valores inicial e máximo (asintótico), 
respectivamente.
µ: velocidade específica de crecemento (biomasa producida por 
unidade de biomasa e tempo; dimensións da inversa dun tempo)
t : tempo
e unha segunda, que abrangue dende as 35 horas ata a interrupción do cultivo
(ás 55 horas sen indicios de esgotamento), caracterizada por un modelo de
crecemento lineal.
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Figura III.8.1: Evolución dun cultivo submerxido de A. niger.  B: biomasa; G: glicosa; GnH: ácido glicónico; N e P:
nitróxeno e fósforo totais, respectivamente. A liña de pontos vertical separa as duas fases do crecemento diáuxico
debido á utilización sucesiva de glicosa e ácido glicónico como fontes de carbono. As liñas continuas corresponden, en
B, G, GnH e GOD, aos axustes a modelos loxísticos e lineais (véxase texto).
8: Cultivo submerxido
III: Resultados e discusión  –199–
2: O carácter diáuxico cun tramo loxístico e outro lineal evidénciase
asimesmo na evolución da desaparición de glicosa e formacións de GOD e
ácido glicónico (aínda que non, en troques, nos consumos de nitróxeno e
fósforo), sendo precisamente estes factores os que explican a forma peculiar
do crecemento. En efeito:
2.1: A desaparición da glicosa na primeira etapa do cultivo ven
determinada en parte polo consumo microbiano, pero fundamentalmente pola
sua conversión a glicónico como consecuencia da produción simultánea de
GOD. A figura III.8.2 amosa as proporcións relativas destas duas
contribucións, aceptando que, nesta etapa, o microorganismo consume















































Figura III.8.2: Glicosa total (Ñ) desaparecida durante a etapa loxística do cultivo, descomposta nas suas duas
fraccións: dirixida á produción de biomasa (J) e transformada en ácido glicónico (Å).
2.2: Unha vez esgotada a totalidade da glicosa libre, o microorganismo
comeza a utilizar o ácido glicónico acumulado durante a primeira etapa, ao
traveso dunha cinética, como xa se dixo, básicamente lineal. A velocidade de
consumo da fonte de carbono nesta segunda etapa é sensíbelmente máis
moderada do que na primeira. Así, mentres a velocidade máxima con glicosa
chega a acadar os 9,86 g.L–1.h–1, no caso do ácido glicónico mantense
aproximadamente constante nos 0,82 g.L–1.h–1.
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En calquera caso, este consumo sostén non só unha apreciábel
produción de biomasa, senon tamén de GOD, en ámbolos dous casos con
cinéticas asimesmo lineais. Na figura III.8.3 represéntanse os rendementos
das producións de biomasa e enzima que promoven as duas fontes de carbono,
utilizándose, no caso da glicosa, os valores que se consideran investidos na


















































Figura III.8.3: Rendementos nas producións de biomasa (B) e GOD verbo dos consumos de sustrato (Sc) nas duas
etapas do cultivo (véxase texto), caracterizadas pola utilización sucesiva de glicosa (É) e ácido glicónico (J) como
fontes de carbono.
3: Aínda podendo argumentarse que, na segunda etapa do cultivo, o
incremento de GOD no meio podería deberse parcialmente á liberación de
enzima intracelular como consecuencia da desestruturación e autolise do
micelio (MISCHAK & al., 1985; PLUSCHKELL & al., 1996, entre outros), o certo é
que difícilmente unha contribución deste tipo abonda para explicar os
resultados descritos. Ben que cunha diferente cinética, na segunda etapa
continúa o aumento da biomasa e o consumo de nutrintes, non detectándose
as liberacións de nitróxeno e fósforo características dos procesos de lise
celular nas fases serodias dos cultivos discontinuos.
Finalmente, cabe sinalar que PLUSCHKELL & al. (1996), traballando
asimesmo con A. niger, descreben a liberación da GOD nos correspondentes
cultivos como un proceso en duas fases de diferente velocidade, moi
semellantes ás que vimos de descreber. Aínda estes autores non entrando nos
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balanzos de biomasa, glicosa e glicónico, os seus resultados verbo da enzima
son, pois, coherentes co tipo de crecemento diaúxico que aquí se propón.
A aptitude do microorganismo para a utilización do ácido glicónico non
constitúe, claro está, un dato surprendente. Ao cabo, o glicónico constitúe o
produto dunha bioconversión precoz nun ciclo de cultivo discontinuo, e aínda o
seu probábel significado ecolóxico podendo ser o de dificultar o acceso á fonte
de carbono por parte de eventuais especies competidoras, difícilmente un
mecanismo que levase á inutilización masiva da glicosa resultaría
seleccionábel en función da sua suposta vantaxe adaptativa.
Máis problemática podería parecer, en troques, a produción da enzima
non só unha vez esgotado o seu sustrato –presumíbelmente indutor da
biosíntese–, senon tamén en presencia de altas concentracións do seu
produto. O fenómeno, porén, pode explicarse admitindo que a GOD é unha
enzima das chamadas semiconstitutivas (coma as amilasas de diversas
leveduras descritas por DE MOT & al., 1984). Isto é, unha enzima cunha
velocidade de biosíntese moderada e constante en ausencia de indutores, que
se eleva en presencia deles. Tal é precisamente o que parece acontecer no
caso aquí estudiado, sendo pertinente sinalar que en moitos Aspergilli, entre
eles o proprio A. niger, as relacións entre amidón, glicosa e biosíntese de
amilasas (GONZÁLEZ & al., 1992) seguen unhas pautas moi semellantes ás que
aquí se suxiren.
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8.1: Un modelo para a produción de GOD en cultivo submerxido.
Como xa se víu, na descripción formal da produción de numerosos
metabolitos microbianos é frecuente utilizar o modelo clásico de LUEDEKING &
PIRET (1959):
rP = a  rX + b  X    ;    onde: [8.2]
rP e rX: velocidades de formación de P (produto) e X (biomasa), 
respectivamente.
a  e b : parámetros a determinar experimentalmente.
O modelo exprésase adoito dividindo ámbolos dous membros pola
biomasa, co que, sendo µ  a velocidade específica de crecemento (biomasa
formada por unidade de biomasa presente e por unidade de tempo), tense:
{ EQ \F(rP;X)   }=  a  { EQ \F(rX;X)   }+ b    ;   é dicir:          { EQ \F(rP;X)   }=  a
µ  + b [8.3]
Polo demáis, a formulación [8.2] fornece dun marco moi claro para
clasificar os metabolitos microbianos en primarios, secundarios e mixtos,
segundo a sua velocidade de formación dependa:
1: exclusivamente da velocidade de formación de biomasa (velocidade
de crecemento): b =0. METABOLITOS PRIMARIOS.
2: exclusivamente da concentración de biomasa presente: a =0.
METABOLITOS SECUNDARIOS.
3: simultáneamente da velocidade de crecemento e máis da biomasa
presente: a¹ 0 e b¹ 0. METABOLITOS MIXTOS.
Aínda que polo seu papel biolóxico e as características da produción
que vimos de describir, cabería supoñer que a GOD constitúe un metabolito
primario, o certo é que difícilmente o modelo de Luedeking e Piret pode dar
conta directamente dos niveis de enzima detectados no meio. Efectivamente,
estes niveis dependen non só da produción do microoganismo (que si podería
axustarse ao modelo), senon tamén de acontecementos que afectan á enzima
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unha vez liberada, entre os que salienta especialmente a sua destrución ou
desactivación pola auga osixenada resultante da acción da propria enzima
sobre da glicosa. Polo demáis, o microorganismo produce asimesmo catalasa,
que elimina osíxeno da auga osixenada, contrarrestando o precedente efeito e
contribuindo á conservación da GOD.
Para tencionar, pois, a formulación dun modelo dinámico que inclúa de
maneira razoábel a conxunción destes factores, polo menos durante a
primeira etapa do cultivo, cabe argumentar:
1: A produción de biomasa atense á ecuación loxística [8.1]. O suposto é
dende logo lícito, habitual, e de feito conduce a un axuste satisfactorio (figura
III.8.1) entre os valores experimentais e os esperados, cun coeficiente de
correlación de r=0,995.
2: A velocidade de produción de GOD por parte do microorganismo
segue o modelo de Luedeking e Piret, isto é:
rGOD = a  rX + b  X [8.4]
3: O microorganismo produce asimesmo catalasa, podéndose supoñer
que a concentración desta enzima nun determinado instante de tempo é
proporcional á concentración de GOD:
[CAT] = b [GOD] [8.5]
O suposto non parece inxustificado, tendo en conta resultados como os
de WITTEVEEN & al. (1992), quen sinalan que a biosíntese de dúas das catro
isocatalasas de A. niger é inducida xuntamente e polas mesmas condicións
que inducen a de GOD, podendo chegarse a conclusións análogas a partires do
traballo de PETRUCCIOLI & al. (1995).
4: A acción da GOD sobre da glicosa produce auga osixenada (OX) á
mesma velocidade molar do que ácido glicónico (GnH):
rOX = rGnH [8.6]
5: A GOD experimenta unha desactivación espontánea no meio, con
velocidade u1GOD para a estimación da cal cabe aceptar, como hipótese máis
simple, unha cinética de primeiro orde:
u1GOD = k1 [GOD] [8.7]
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6: A GOD é asimesmo desactivada pola auga osixenada. E de novo o
criterio da hipótese cinética más simple leva a propoñer, para a formulación
da correspondente velocidade, u2GOD, un proceso de segundo orde (primeiro en
cada reactivo):
u2GOD = k2 [GOD] [OX] [8.8]
7: A auga osixenada é destruída pola catalasa a unha velocidade uOX
que segue o modelo de Michaelis & Menten:
uOX =  { EQ \F(Vm [OX];Km + [OX])   }[CAT] [8.9]
sendo V m e Km os parámetros michaelianos (velocidade máxima e constante de
Michaelis) da catalasa.
Aceptadas estas premisas, a velocidade neta de acumulación de GOD
no meio, vGOD, pode escribirse como:
vGOD = rGOD – (u1GOD + u2GOD) [8.10]
mentres a velocidade neta de formación de auga osixenada, vOX, como:
vOX  =  rOX – uOX  =   rGnH –  { EQ \F(Vm [OX];Km + [OX])   }b [GOD] [8.11]
Desta maneira, a integración numérica da ecuación [8.11] verbo do
tempo producirá os valores de auga osixenada que require a solución de [8.10].
E integrando agora [8.10] de novo numéricamente verbo do tempo, obterase
unha estimación dos valores de GOD.
Así, axustando os valores experimentais de biomasa á ecuación
loxística [8.1], e utilizando a seguir estes valores axustados en conxunción cos
experimentais de ácido glicónico, a totalidade dos parámetros requeridos polas
ecuacións [8.4] a [8.9] pode ao cabo determinarse por mínimos cadrados non
lineais (método quasi-Newton).
Na figura III.8.4 represéntase a solución así obtida, que amosa un
axuste satisfactorio entre os resultados experimentais e as predicións
(coeficiente de correlación r=0,997).
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Figura III.8.4: Producións de biomasa (É) e GOD (J) durante a etapa loxística do cultivo, xunto cos
correspondentes axustes ao modelo proposto (liñas continuas).
O modelo deste modo formulado, que conduce a valores razoábeis para
tódolos parámetros, permite asimesmo sortear a dificultade denantes
sinalada para tipificar metabólicamente a glicosa oxidasa no senso de
Luedeking e Piret. En efeito, de non introducirse nengunha restrición no
cálculo, o parámetro b  toma valores negativos próximos a cero, mellorando o
axuste global se se introduce precisamente a restrición b =0. O que suxire o
carácter de metabolito primario da GOD.
Compre sinalar, con todo, un problema de difícil solución no contexto
aquí estudiado. Posto que a catalasa é unha enzima cun elevado número de
cambio, abondan uns niveis moi baixos para reducir as concentracións de
auga osixenada a valores traza. Nestas condicións, non hai moitas razóns
para unha estimación realista dos parámetros michaelianos da catalasa, xa
que o modelo asegura a ausencia de auga osixenada no meio –situación que é,
certamente, a que se dá no cultivo– a partires duns valores mesmo discretos
da velocidade máxima.
9: Problemática cinética da glicosa oxidasa
III: Resultados e discusión  –207–
9: Problemática cinética da glicosa oxidasa.
No contexto deste traballo, a obtención de dados cinéticos relativos á
GOD constituíu, en principio, un mero recurso para avaliar as características
da produción obtida no noso laboratorio por comparanza coas de preparados
comerciais. Non embargantes, certos resultados obtidos na realización dos
plans experimentais convencionais neste ámbito, levaron, como ha irse
vendo, á necesidade de discutir determinados aspeitos de proxección algo máis
ampla, que parecen pertinentes en relación co comportamento cinético xeral
desta enzima.
Preparados enzimáticos empregados
Na totalidade da experimentación realizada ao respeito indicado, o
produto procedente dos cultivos en EPM utilizouse baixo a forma de dous
preparados con diferente degrao de pureza.
O primeiro (preparado crú) consistíu no produto pulverulento que se
obtén por ultrafiltración do meio postincubado (logo de eliminar a biomasa por
filtración simple ao traveso de papel) e liofilización do correspondente retido.
Nunha proba preliminar a pequeno volume, na que se ensaiaron en forma
secuencial membranas (CENTRICON) con cortes a 10, 30 e 100 KDa, as
proporcións de actividade recuperadas (%) foron as seguintes:
10 KDa 30 KDa 100 KDa
Ultrafiltrado 0 0 3
Retido 100 100 97
o que, naturalmente, conducíu a realizar todo o traballo posterior (tanto con
membranas de fluxo tanxencial MINITAN, coma con sistemas de febra oca
AMICON) utilizando o corte a 100 KDa.
O segundo (preparado parcialmente purificado) foi o resultado dun
ensaio preliminar de purificación, levado ao cabo por elución, en gradiente de
pH, dunha solución concentrada do preparado crú ao traveso dunha columna
de SEPHADEX CM-50 (seguindo a operatoria descrita na sección metodolóxica),
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reunindo un conxunto de fraccións seleccionadas por apresentaren unha
actividade específica moderadamente mellorada, e liofilizando a solución.
A seguir danse as características básicas dos preparados así obtidos,
en comparanza coas dun lote dun produto comercial da mesma fonte,
altamente purificado (SIGMA G-7141):
TÁBOA III.9.1: Analítica básica dos preparados utilizados non ensaios cinéticos, en
comparanza coa do produto, altamente purificado, SIGMA G-7141 (AT: carbohidratos totais).
Preparado crú  Parcialmente purificado SIGMA G-7141
GOD (UE/mg sólido) 8,71 37,66 172,08
GOD (UE/mg proteína) 23,51 60,18 236,52
Catalasa (UE/mg sólido) 4,14 12,09 0
Catalasa (UE/mg proteína) 11,19 19,33 0
FAD (mg/mg sólido) 0,001 0,004 0,007
AT (mg/mg sólido) 0,24 0,17 0,11
Proteína (mg/mg sólido) 0,37 0,63 0,73
Malia o escaso avance logrado verbo do produto SIGMA (reiteramos o
carácter preliminar da proba), a utilización dos correspondentes preparados
en ensaios cinéticos comparativos ten interese, básicamente, como se verá,
polas suas diferencias nas relacións entre os contidos de GOD e catalasa,
0,475 e 0,321 no preparado crú e no purificado respectivamente. A este
respeito, polo demáis, cabe sinalar que, agás das aplicacións analíticas, a
presencia de catalasa nas preparacións de GOD é desexábel na meirande
parte dos usos prácticos desta enzima (SCOTT, 1975b), aínda só sendo porque
ao descompoñer a auga osixenada produto da reacción e forte desactivador da
GOD, contribúe a prolongar a vida útil desta última.
Naturalmente, denantes de iniciar a experimentación propriamente
cinética, decidíuse estabelecer o comportamento da enzima en relación co pH
e maila temperatura, segundo se detalla a seguir.
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9.1: Óptimo de pH e temperatura.
O correspondente estudio levouse ao cabo mediante un plan de
segundo orde, rotábel, dentro do dominio que se especifica na táboa III.9.2. Os
ensaios realizáronse de acordo co procedemento especificado no apartado de
metodoloxía, utilizando un periodo de incubación de 5 minutos.
TÁBOA III.9.2: Dominio experimental e codificación das variábeis
utilizadas na búsqueda do óptimo de pH e temperatura da GOD.
Valores naturais
Valores codificados pH T




– { EQ \R(;2) } 7,00 55,0
Aplicando os criterios habituais para avaliar a significación dos
coeficientes e a consistencia do modelo (t de Student e F de Ficher con
a £ 0,05), os resultados permitiron describir os efeitos das variábeis
consideradas mediante a seguinte ecuación empírica (variábeis en valores
codificados, r2 axustado=0,969):
GOD (UE) = 0,842 – 0,045 T – 0,035 pH – 0,072 pH2 – 0,131 T2 [9.1]
que ten o seu máximo en T=36,7° C; pH=5,36.
Cabe se cadra suliñar que, neste caso concreto, a ausencia de
interacción entre pH e temperatura faría suficiente a aproximación máis
convencional, con experimentación das duas variábeis por separado. Mais é
asimesmo claro que tal conclusión era descoñecida a priori.
Na figura III.9.1 represéntanse os valores experimentais, xunto coa
correspondente superficie de resposta.
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Figura III.9.1: Dependencia da actividade da GOD verbo do pH e a temperatura. Os pontos representan os valores
experimentais; a superficie de resposta corresponde á ecuación [9.1].
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9.2: Cinética da glicosa oxidasa. Ensaios preliminares.
O estudio cinético comezouse co protocolo experimental convencional,
estimando en primeiro lugar o límite do tempo por riba do cal se fai dubidoso o
traballo a velocidades iniciais (4 minutos resultou un periodo de incubación
axeitado), e ensaiando a seguir os tres preparados descritos na táboa III.9.1
fronte de concentracións crecentes de sustrato (glicosa ata 75 g/L). En tódolos
casos a actividade enzimática na mestura a incubar foi de 1 UE/mL e o
proceso realizouse a 30°C, con axitación orbital a 200 rpm para garantir
niveis non limitantes de osíxeno.
Os correspondentes resultados sumarízanse na figura III.9.2 e maila
táboa III.9.3, onde o primeiro aspeito a salientar é o feito de que só no
preparado crú a velocidade apresenta o perfil asintótico (hiperbólico) da
cinética michaeliana típica. Nos outros dous casos, polo demáis moi
semellantes, a velocidade decae tendencialmente, logo de acadar un valor
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Figura III.9.2: Cinética dos tres preparados de GOD descritos na táboa III.9.1 (A: crú; B: parcialmente purificado; C:
Sigma). S: sustrato; V: velocidade de produción de ácido glicónico. As velocidades determinadas experimentalmente
(pontos) apreséntanse axustadas ao modelo de Michaelis-Menten sen considerar (liña discontinua) e considerando
(liña continua) a hipótese de inhibición por sustrato.
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 Xa que este comportamento suxire, en principio, a existencia dun
proceso de inhibición por sustrato, o axuste dos valores experimentais levouse
ao cabo, nas tres situacións, ensaiando a ecuación de Michaelis-Menten na
sua forma máis simple [9.2], e máis na correspondente ao citado suposto
dunha inhibición por sustrato [9.3]:
V  =  { EQ \F(Vm S;Km + S) } [9.2]
V  =  { EQ \F(Vm S;Km  + S (1+ Ks S))   }=  { EQ \F(Vm S;Km  + S + Ks S2) }[9.3]
sendo:
V , S: Variábeis (velocidade e concentración de sustrato)
Km, V m: Parámetros michaelianos (constante de Michaelis-Menten e 
velocidade máxima)
Ks: Constante de inhibición por sustrato
Dado que os recursos de linealización usuais en estudios de cinética
enzimática (Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee, Hanes) producen enxisgos só
correxíbeis cando se consideran conxuntamente, e nengún deles resulta
propriamente aplicábel á ecuación [9.3], prescindiuse da sua utilización,
recorréndose en tódolos casos a axustes por mínimos cadrados non lineais,
polo método quasi-Newton. Éste será asimesmo, de non mediar indicación
específica en contra, o proceder na totalidade dos ensaios subseguintes.
Táboa III.9.3: Parámetros cinéticos nos diferentes supostos representados na figura
III.9.2.
SEN inhibición por sustrato CON inibición por sustrato
crúa parc. purif. Sigma crúa parc. purif. Sigma
Km 3,732 3,159 2,990 4,215 5,352 4,681
Vm 1,589 1,384 1,406 1,678 1,772 1,724
Ki - - - 0,0011 0,0059 0,0048
r 0,9988 0,9780 0,9830 0,9999 0,9987 0,9991
Tal como se aprecia na figura III.9.2 e na táboa III.9.3, o modelo
correspondente ao suposto de inhibición por sustrato produce mellores
axustes nos casos onde xa semellaba previsíbel, e conduce a unha situación
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básicamente indecidíbel no do preparado crú, aínda o coeficiente de correlación
apoiando tamén aquí a hipótese inhibitoria. Como logo ha demostrarse, cando
o dominio do sustrato se amplía ata acadar concentracións de 250 g/L, tamén
no preparado crú se pon de manifesto o característico perfil descendente a
partires dun máximo, que chamaremos, de maneira provisoria, perfil de
inhibición por sustrato, ou perfil IS.
Denantes de entrar, porén, na discusión pormenorizada deste
problema, que apresenta como haberá de verse, verquentes que admiten
diversas interpretacións, convén aínda examinar comparativamente o
comportamento dos preparados a longos tempos de incubación.
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9.3: Longos tempos de incubación. Efeitos de azida sódica e carbonato
cálcico.
Posto que o traballo a tempos longos conleva un certo risco de
contaminación microbiana, o primeiro aspeito que requeríu verificación foi,
restrinxindo aquí o ensaio ao preparado crú, o carácter conservativo da
actividade enzimática de dous procedementos usuais para garantir as
condicións asépticas: a filtración das solucións por 0,22 µm e a adición de
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Figura III.9.3: Comportamento do preparado crú a longos tempos de incubación, en solución estéril (X), filtrada por
0,22 µm (Å) e cun 0,5% de azida sódica (É).
Os resultados, resumidos na figura III.9.3, demostraron a
inadecuación da azida, polo que a totalidade da operatoria subseguinte foi
levada ao cabo utilizando solucións filtradas (0,22 µm), procedemento no que
non se puxeron de manifesto interferencias. A azida sódica presenta unha
inhibición reverdibel sobre a catalasa (KEILIN & HARTREE, 1936).
A seguir, pois, estudiouse o comportamento dos tres preparados da
táboa III.9.1, ao longo dun periodo de incubación de 72 horas. A mestura a
incubar, con niveis iniciais de enzima e sustrato de 2 UE/mL e 25 mg/mL,
respectivamente, tamponouse con cítrico-fosfato 0,2 M; pH=5,1 a fin de
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minimizar a caída do pH debida á aparición de ácido glicónico, manténdose
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Figura III.9.4: Comportamento dos tres preparados da táboa III.9.1 a longos tempos de incubación. Crú (J),
parcialmente purificado (Ö), Sigma (É).
Os correspondentes resultados (figura III.9.4), que permitiron
apreciar diferencias importantes entre os tres casos, poden resumirse dicindo
que os preparados parecen perder actividade en relación inversa co seu degrao
de pureza, e que tal desactivación non garda relación (asimesmo a correlación
é inversa) co descenso do pH que, malia a tamponaxe, determina a conversión
a ácido glicónico. Aínda as características da escala utilizada para a GOD
remanente na figura III.9.4 non facilitando a visualización cuantitativa, pode
sinalarse a título indicativo que, logo dun periodo de 3 horas, as porcentaxes de
actividade remanente foron do 37,2 (preparado crú), 22,5 (parcialmente
purificado) e 7,9 (Sigma).
Polo demáis, e dado que a adición de carbonato cálcico constitúe, como
vimos, un recurso habitual para a neutralización do ácido glicónico en cultivo,
decidíuse verificar asimesmo o seu posíbel efeito sobre da actividade da GOD,
comparando o preparado crú co produto Sigma, traballando en proporcións de
0,2 g de CaCO3 por g de sustrato inicial, e a igualdade co ensaio precedente
verbo do resto das condicións.
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Figura III.9.5: Actividade da GOD en ausencia (É) e presencia (J) de 0,2 g de CaCO3 por g de sustrato inicial.
Arriba: preparado crú; abaixo: produto Sigma.
Tal como se pon de manifesto na figura III.9.5, a compensación da
baixada do pH por parte do carbonato cálcico, xunto coa superior estabilidade
aparente da enzima no preparado crú (non atribuíbel senon só parcialmente á
acidificación do meio), explican a totalidade das diferencias detectadas, entre
as que salienta a conversión prácticamente exhaustiva de sustrato no
segundo caso, á sua vez responsábel das diferencias na evolución do pH entre
os dous preparados.
O conxunto de resultados preliminares ata aquí obtidos, combinados
coa información bibliográfica dispoñíbel (talvez máis discontinua e menos
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integrada do que se apresenta no caso doutras enzimas de papel metabólico
máis central), obriga agora a propoñer unha serie de conclusións provisorias,
para valorar diversas hipóteses explicativas e definir, cando proceda, a
correspondente experimentación validadora. Os diferentes aspeitos que a
seguir se discuten encádranse no marco cinético global representado no
diagrama da figura III.9.6.
Figura III.9.6: Principais factores implicados na cinética da glicosa oxidasa. Os círculos brancos indican catálises
enzimáticas; os grises, efeitos inhibitorios sobre dos mecanismos catalíticos; os rectángulos negros, efeitos
desactivadores de carácter non propriamente enzimático. Is, Ic e In: inhibición por sustrato, competitiva e non
competitiva, respectivamente. Á auga osixenada atribúeselle un duplo papel, por algúns autores dubidaren entre
efeito químicos ou enzimáticos (RICHTER & HEINECKER, 1979), e outros sinalaren que o seu ataque á enzima ten lugar
na viciñanza do centro activo e conleva a sua deformación.
Inhibición por sustrato
A primeira consideración que cabe facer é a atinxente á inhibición por
sustrato (IS). Xa NICOL & DUKE (1966), traballando con enzima libre de
Aspergillus niger, chegaran a concluir a existencia deste tipo de inhibición,
aínda sinalando que o efeito só se pon de manifesto a concentracións de
osíxeno por baixo do 2% de saturación (2.10–5 M) e desaparece por riba deste
valor. A conclusión acéptase explícitamente máis adiante na revisión de
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BARKER & SHIRLEY (1980), e constitúe unha referencia de aparición ocasional
na bibliografía posterior.  TSE & GOUGH (1987) sinalan que a inhibición é lixeira
fronte da forma reducida da enzima, e KOZHUKHAROVA & al. (1988), traballando
con GOD imovilizada en xel de alcohol polivinílico, detectan IS a
concentracións de glicosa por riba de 150 g/L.
Polo que respeita aos nosos resultados, os ata aquí obtidos, recollidos
na táboa III.9.3 e na figura III.9.2, non semellan deixar moitas dúbidas
acerca da realidade da inhibición por sustrato. Podendo engadirse, polo
demáis, que as condicións de traballo nas que se produciron impuxeron
concentracións de osíxeno na mestura reaccionante próximas á saturación e,
en todo caso, moi superiores ao 2% denantes citado.
Máis numerosos, amplamente distribuídos nun largacío periodo de
tempo, e realizados en moi diversas condicións operatorias son, porén, os
traballos nos que non parecen encontrarse indicios do efeito inhibitorio, que
proporcionan valores das constantes michaelianas da GOD sen incluir a
correspondente á IS ou que, simplemente, non aluden ao fenómeno cando se
refiren de maneira sistemática ás propriedades cinéticas da enzima. Nesta
liña cabe citar, por exemplo, a GIBSON & al. (1964); SWOBODA & MASSEY (1965);
BRIGHT & GIBSON (1967); NAKAMURA & OGURA (1968a); WEETALL & HERSH
(1970); MIURA & al. (1970); HAYASHI & NAKAMURA (1976); BOUIN & al. (1977);
BOURDILLON & al. (1985); MÜLLER (1986); KUZUHARA & al. (1987); DEMURA &
ASAKURA (1989); TAKEGAWA & al. (1989); PIETERS & BARDELETTI (1992);
WOLOWACZ & al. (1992); WITTEVEEN & al. (1993) ou van STROE-BIEZEN & al.
(1994; 1996), entre outros.
Se a inhibición por sustrato no contexto enzimático se asimila ao
proceso que leva o mesmo nome no contexto do crecemento microbiano (e non
existen, en principio, razóns sólidas de tipo cinético para non facelo aquí),
cabería considerala no senso estrito de TAN & al. (1996), quen fai unha análise
termodinámica (no senso físico-estatístico) na cal a úneca propriedade que se
esixe a unha partícula microbiana (neste caso sería unha molécula de
enzima) é a de posuir pontos específicos, diferentes do centro activo,
directamente responsábeis do fenómeno inhibitorio como consecuencia da
unión do sustrato. Desta maneira, as discrepancias que vimos de sinalar
poderían xustificarse en función de supostas diferencias estruturais das
enzimas procedentes de diferentes fontes, coma as que sinalan NAKAMURA &
FUJIKI (1968), HAYASHI & NAKAMURA (1976, 1981) ou WITTEVEEN & al. (1993).
Mais en ausencia de probas concretas da existencia destes pontos, os
procesos de IS parecen reducíbeis máis ben a fenómenos relacionados coa
transferencia de materia nas mesturas reaccionantes (PASTRANA & al., 1997),
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o que se empresta menos á citada xustificación, que, en calquera caso, non
deixa de semellar unha miga ad hoc.
Así, parece máis plausíbel supoñer que os resultados contrarios á IS
poidan atribuirse ao traballo en intervalos moi restrinxidos de glicosa (non é
común, en efeito, exceder os 100 g/L), e talvez mesmo ao frecuente recurso á
transformación de Lineweaver-Burk para a tipificación cinética, método éste
de linealización que resulta certamente sensíbel ao erro experimental, e moi
particularmente cando se aplica en situacións nas que se dá efectivamente
inhibición por sustrato.
Con todo, a validación da hipótese da IS oferece no caso particular da
GOD algunhas dificultades específicas que é preciso considerar en detalle para
poder propoñer unha experimentación clarexadora.
A primeira deriva do feito da auga osixenada, coproduto da reacción
enzimática, constituir un efectivo desactivador da GOD. En principio, éste é
moi probábelmente o factor que explica as diferencias no comportamento a
longo prazo dos tres preparados ensaiados. Posto que a catalasa descompón
rápidamente a auga osixenada, e a relación catalasa/GOD nos preparados
decrece no orde crú - parcialmente purificado - Sigma, as estabilidades e
actividades relativas que se representan na figura III.9.4 son precisamente,
polo menos en termos cualitativos, as que cabería agardar da auga osixenada
representar o principal axente desactivador da GOD.
Mais nestas condicións, tamén as diferencias na intensidade da IS que
se aprecian na táboa III.9.3 e na figura III.9.2 poderían atribuirse á
actividade da auga osixenada e, conseguintemente, aos niveis relativos de
catalasa. En efeito, dado que altas concentracións de sustrato implican altas
conversións e, polo tanto, altos niveis de auga osixenada, é razoábel supoñer
que existen certas combinacións de parámetros cinéticos que, por conduciren
a un descenso da GOD efectiva a partires dun certo nivel de sustrato,
producen curvas sustrato:velocidade con perfís difícilmente disterábeis dos
dunha xenuína inhibición por sustrato. Como máis adiante habemos
demostrar partindo de consideracións cinéticas simples, tal suposto, aínda
que falso, pode ter unha confirmación empírica aparente de non terse un
especial tino en traballar realmente a velocidades iniciais.
A segunda dificultade ten a ver coa posíbel duplicidade de efeitos do
ácido glicónico, que veremos a seguir.
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Posíbeis efeitos inhibitorios do ácido glicónico
 A semellanza estrutural entre glicosa e ácido glicónico parece, en
principio, indicio suficiente para suspeitar un fenómeno de inhibición por
produto, presumíbelmente de tipo competitivo. Así pois, resulta un tanto
surprendente o pequeno número de referencias que aludan a esta posibilidade,
e máis aínda o escaso labor experimental no que se plantexe explícitamente a
variación da velocidade da GOD en presencia de diferentes concentracións do
suposto inhibidor.
Cun plantexamento experimental perfectamente correcto, ben que
hoxe pouco convencional, NAKAMURA & OGURA (1962) encontran inhibición por
gliconolactona (o precursor do glicónico) e afirman que o proceso ten lugar por
unión do inhibidor ao centro activo da enzima (inhibición, pois, competitiva);
van STROE-BIEZEN & al. (1994) afirman, polo contrario, que a gliconolactona
inhibe de forma non competitiva fronte a glicosa e si o fai competitivamente
fronte ao osíxeno. ROSENBERG & al. (1988) indican que a nivel celular a
inhibición por glicónico e semellante a da glicosa a altas concentracións.
ROGERS & BRANDT (1971) descreben un fenómeno equivalente co glucal
(análogo da glicosa cun dobre enlace entre os carbonos 1 e 2). Aínda que o
contexto é o do cultivo de Gluconobacter oxydans, e aquí xa non é lícita a
transferencia a contexto enzimático, pode mencionarse que VELIZAROV &
BESCHKOV (1998) encontran que a bioconversión de glicosa a glicónico está
inhibida tanto por sustrato coma por produto.
Mais apenas se encontran máis citas da inhibición por glicónico, que
non aparece mencionado entre os inhibidores da GOD recollidos nas revisións
de BARKER & SHIRLEY (1980) nen CRUEGER & CRUEGER (1990), negándose
explícitamente o seu efeito, aínda que sen experimentación específicamente
dirixida a probar tal conclusión, no estudio de TSE & GOUGH (1987) con glicosa
oxidasa e catalasa imovilizadas en membranas sintéticas.
Ao cabo, compre referirse a unha posibilidade adicional. Considerando
o papel dos fenómenos de transferencia de materia nalgunhas reaccións
enzimáticas (papel especialmente claro no caso de sustratos poliméricos,
como o amidón: MIRANDA & al., 1991; SANROMÁN & al., 1996, PASTRANA & al.,
1998), cabería aínda suspeitar que a viscosidade debida ao ácido glicónico, moi
superior á que produce unha molaridade equivalente de glicosa, desempeña
asimesmo un papel retardador da velocidade da reacción. Así pois, e tendo en
conta que, polo menos nalgúns casos, a IS é reducíbel a fenómenos de
restricións difusionais, tamén o ácido glicónico podería constituir un factor que
de novo conducira –ben que por causas diferentes ás implicadas na auga
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osixenada– a relacións entre sustrato e velocidade con perfís difícilmente
disterábeis dos proprios dunha xenuína IS.
Ámbalas duas hipóteses relativas ao ácido glicónico son, polo demáis,
susceptíbeis de validación (ou refutación) experimental, simplemente, como
haberá de verse, por verificación do axuste das velocidades de reacción en
presencia de diferentes concentracións de sustrato e produto, a modelos
clásicos, ou lixeiramente modificados, da cinética enzimática.
Outros efeitos cinéticos
Na perspectiva dos obxectivos deste traballo, queda só por considerar
o papel do dinucleotido de flavina-adenina. Como xa se dixo, dende os primeiros
estudios de caracterización (KEILIN & HARTREE, 1946, 1948; SINGER &
KEARNEY, 1950; WELLNER & MEISTER, 1960) sábese que a GOD actúa con FAD
como coenzima responsábel da transferencia dos dous átomos de H do
sustrato ao osíxeno.
Aínda a GOD nativa de Aspergillus niger constando de duas
subunidades e a de Penicillium amagasakiense de catro (YOSHIMURA &
ISEMURA, 1971; O´MALLEY & WEAVER, 1972; TSUGE & al., 1975), o contido de
FAD é en ámbolos dous casos de duas moléculas por molécula de enzima,
cada unha delas ligada, en A. niger, a cadansúa subunidade de GOD. O
tratamento con 85% de sulfato amónico a pH=2,8 destrúe a unión entre
enzima e coenzima (PAZUR & KLEPPE, 1964). Ademáis, a diferencia do que
acontece noutras oxidasas análogas (coma a aminoácido oxidasa da pezoña
de víbora), a perda de actividade debida á separación do FAD non se restaura
senon parcialmente (~35%) por adición da coenzima.
Conclusións provisorias e plan de actuación
A precedente discusión, ben que iniciada a propósito dos resultados
preliminares obtidos cos tres preparados da táboa III.9.1, rematou por
conducir á apertura de varias interrogantes que parecen de meirande interese
do que as de partida. Resultados e información dispoñíbel ao respeito incrinan
a suspeitar que os comportamentos recollidos na táboa III.9.3 e figuras
III.9.2 a III.9.5 deberían poder explicarse únicamente por causas integrábeis
nun modelo cinético de tipo básicamente michaeliano, o que obrigaría a
reconsiderar interaccións acerca das cais a bibliografía non é excesivamente
concluínte. Polo demáis, tampouco non cabe desbotar, aínda parecendo menos
plausíbeis, as causas relacionadas con posíbeis diferencias nas proporcións de
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isoenzimas nos diferentes preparados, ou mesmo con diferencias nas
proporcións de FAD ou a integridade das unións enzima-coenzima.
A seguir, pois, examinaranse en primeiro termo estes factores menos
plausíbeis a priori, a fin de determinar qué parte da explicación queda para os
factores máis propriamente cinéticos. Entre estes últimos, será preciso
revisar os posíbeis papeis inhibidores do ácido glicónico, discriminar as causas
capaces de provocar perfís de IS aparente e tencionar a integración da auga
osixenada e maila catalasa nun modelo cinético manexábel, e a ser posíbel
transferíbel ao contexto dos cultivos microbianos produtores de GOD.
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9.4: FAD e posibilidade de diferencias na composición de isoenzimas.
Dadas as proporcións de FAD nos diferentes preparados ensaiados,
deducíbeis da táboa III.9.1:
Preparado crú  Parcialmente purificado SIGMA G-7141
FAD (mg por g de proteína) 2,7 6,3 9,6
FAD (µg por UE de GOD) 1148 1062 56
non semella plausíbel, como ven de sinalarse, supoñer que a coenzima poida
estar implicada nas diferencias de comportamento ata aquí descritas. Polo
demáis, os espectros ultravioleta-visíbel dos correspondentes preparados na
banda 200-700 nm amosaron en tódolos casos os máximos de absorción do
FAD (377 e 448 nm) cos desprazamentos característicos (381 e 452) debidos
á sua unión coa enzima (O'MALLEY & WEAVER, 1972).
Con todo, a posibilidade da implicación do FAD só se descartou logo de
constatarse (figura III.9.7) que a suplementación co nucleotido non producía
diferencias significativas nen no preparado crú, nen no produto Sigma, que,
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Figura III.9.7: Actividade da GOD en ausencia e presencia dunha suplementación de FAD (É: crú; X: crú + FAD;
 Ü: Sigma; P: Sigma + FAD).
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Ao cabo, tampouco os resultados electroforéticos emprestaron apoio á
hipótese da diferencia na composición isoenzimática dos preparados que
veñen comparándose. Por isoelectroenfoque no gradiente de pH 2,5-5,0,
realizado segundo o procedemento descrito na parte metodolóxica, preparado
crú e produto Sigma resolvéronse en cadansuas catro bandas con pontos
















Figura III.9.8: Isoelectroferogramas do preparado crú e mailo produto Sigma, ámbolos dous amosando as catro
bandas principais aos mesmos pontos isoeléctricos.
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9.5: Desactivación da auga osixenada: adición de peroxidasa e
catalasa.
Segundo se deixou indicado, unha hipótese plausíbel para explicar as
diferencias no comportamento a longo prazo dos preparados que están a
compararse, era a das diferencias nos seus contidos en catalasa, que
promoverían diferentes velocidades de desactivación da auga osixenada
xerada pola propria reacción enzimática.
Así, e para verificar o papel da auga osixenada, a seguir leváronse ao
cabo varias novas series de incubacións, en condicións que só diferiron das ata
aquí aplicadas por incluíren –independentemente– adicións de peroxidasa e
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Figura III.9.9: Actividade da GOD en ausencia (É) e presencia (X) de peroxidasa.
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Os resultados obtidos cun grande exceso (50 UE/mL) de peroxidasa
(figura III.9.9) puxeron de manifesto, en efeito, que a adición desta enzima
contribuía a prolongar a actividade da GOD, tanto no caso do preparado crú
coma no do produto Sigma. Ben que neste último a caída da actividade da
GOD resultou lixeiramente menos acusada do que no preparado crú, de novo
puideron constatarse unhas producións sensíbelmente más baixas de ácido
glicónico. De feito, no preparado crú a transformación chegou prácticamente
á exhaustividade arredor das 20 horas, sen diferencias apreciábeis debidas á
peroxidasa, mentres no preparado Sigma (onde a peroxidasa determinou un























































































































Figura III.9.10: Efeitos da catalasa na actividade da GOD. Preparado crú (É:), purificado (Ü) e Sigma (X), sen
suplementar (esqueda) e suplementados (dereita) con 100 UE/mL de catalasa.
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Igualmente claros a este respeito foron os resultados das incubacións
con suplemento de catalasa (100 UE/mL), nos que se constatou que a adición
desta enzima igualaba os comportamentos dos tres preparados ensaiados,
que chegaron en tódolos casos á conversión exhaustiva do sustrato logo dun
























































0 25 50 75
pH
Figura III.9.11: Efeitos do KCN na actividade da GOD. Preparado crú (É:), purificado (Ü) e Sigma (X).
Ten interese, ao cabo, salientar dous aspeitos adicionais. En primeiro
lugar, o feito de que a acción estabilizadora da GOD promovida pola catalasa é
menor no preparado parcialmente purificado, do que no crú e no produto
Sigma. En segundo termo, o de que cando a catalasa se antagoniza con KCN
a concentracións suficientes para anular os efeitos dos niveis presentes nos
preparados crú e parcialmente purificado, a conversión a glicónico non
descende en nengún destes casos aos niveis que promove o preparado Sigma
(compárense, a tal respeito, as figuras III.9.10 e III.9.11). O que suxire,
asomade, que as correspondentes diferencias de actividade non dependen só
dos niveis de catalasa. O KCN so ten efeito sobre catalasa desactivandoa e
non sobre o GOD (KEPPLE, 1966)
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9.6: Un modelo cinético.
Para depurar os resultados recollidos na figura III.9.2 e na táboa
III.9.3, repetíuse a experimentación convencional co preparado crú,
ampliando o dominio da concentración de sustrato ata 250 g/L. Ademáis, e a
fin de minimizar o erro experimental, a medida das velocidades de produción de
ácido glicónico levouse ao cabo por axuste lineal dos valores obtidos a 5
tempos (o máximo de 4 minutos), e cálculo das correspondentes pendientes.
Os resultados así obtidos quedan recollidos na figura III.9.12, onde se amosan
tamén os trazados dos axustes a modelos michaelianos con e sen inhibición
por sustrato (ecuacións 9.2 e 9.3). As barras situadas sobre dos pontos





























   
   
   
   
   


























   
   
   
   
   







Figura III.9.12: Axuste das velocidades de produción de glicónico (pontos) ao modelo de Michaelis-Menten sen
considerar (liña fina) e considerando (liña grosa) a hipótese de inhibición por sustrato. As barras indican o intervalo
de confianza (a <0,05) das pendientes de produción de glicónico (véxase texto).
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De novo tendeu a confirmarse a hipótese da inhibición por sustrato,
cuns valores paramétricos prácticamente coincidentes cos obtidos no dominio
restrinxido da experimentación precedente (endiante, e para facilitar a
inclusión da auga osixenada nos argumentos cinéticos, as velocidades daranse






V m 8,052 9,003
Ks – 0,0010
Correlación (r) observacións:predicións 0,974 0,996
Aínda que aceptar a existencia de inhibición por sustrato non resulta
problemático dende un ponto de vista formal, podería ser discutíbel, en
troques, nunha perspectiva mecanística. Nesta perspectiva, en efeito, a
inhibición por sustrato constitúe un fenómeno vinculado á transferencia de
materia na mestura reaccionante. O fenómeno resulta particularmente claro
con sustratos poliméricos, onde se ten confirmado que o efeito inhibitorio
aumenta co degrao de polimerización (e.g. MIRANDA & al., 1991; SANROMÁN &
al., 1996), e pode ás veces explicarse completamente mediante as restricións á
transferencia de materia (PASTRANA & al., 1998). Igualmente, pois, podería
estar relacionado coa aparición de produtos capaces de determinaren altas
viscosidades.
No presente caso, e aínda téndose en conta as concentracións de
sustrato utilizadas, relativamente altas, e o efeito inhibitorio detectado,
certamente lixeiro, é preciso suliñar duas importantes particularidades
atinxentes á natureza do produto da reacción. A primeira ven dada polo feito
do ácido glicónico constituir un promotor da viscosidade sensíbelmente máis
forte do que a glicosa. A segunda ten a ver coa semellanza estrutural entre
glicosa e ácido glicónico, que obriga a considerar asimesmo a posibilidade dun
fenómeno, presumíbelmente de tipo competitivo, de inhibición por produto.
Tencionando, pois, o logro dunha descripción cinética máis comprida, o
ensaio precedente repetíuse nas mesmas condicións en tanto que control
(aínda que reducindo o nivel máximo de sustrato a 150 g/L), así como en
presencia de catro concentracións de ácido glicónico (2,5; 5; 10 e 20 g/L: 12,75;
25,49; 50,98 e 101,96 mM). Os resultados, sen axustar aínda a nengún
modelo concreto, foron os que se recollen na figura III.9.13.
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Para a sua análise debe lembrarse que a descripción das formas máis
características da inhibición enzimática adoita resolverse introducindo no
modelo clásico de Michaelis-Menten [9.2] termos da forma (1 + Ki I), onde Ki
representa a constante de inhibición e I a concentración de inhibidor. As
posicións alxebraicas concretas destes termos dependen dos tipos de
inhibición que se consideren, usualmente clasificados como:
Inhibición competitiva: A unión do inhibidor á enzima ten lugar no centro
activo (de aí a «competencia» co sustrato). O termo representativo do efeito
inhibitorio (1 + Kc Ic) multiplica a Km:
V  =  { EQ \F(Vm S;Km (1+ Kc Ic) + S)   } [9.4]
Así, traballando a unha concentración fixa de inhibidor e utilizando
para a descripción cinética a ecuación clásica [9.2], obtéñense uns parámetros
aparentes Kma e V ma tais que Kma > Km e V ma = V m.
Inhibición acompetitiva: A unión do inhibidor á enzima dificulta a disociación
do complexo enzima-sustrato. O termo representativo do efeito inhibitorio (1 +
Ka Ia) multiplica a S no denominador:
V  =  { EQ \F(Vm S;Km + S (1+ Ka Ia))  } [9.5]
Así, traballando a unha concentración fixa de inhibidor e utilizando
para a descripción cinética a ecuación clásica [9.2] obtéñense uns parámetros
aparentes Kma e V ma tais que Kma < Km e V ma < V m.
Inhibición non competitiva: Coma na competitiva, a unión do inhibidor á
enzima dificulta a unión do sustrato, pero a diferencia daquéla, ten lugar fóra
do centro activo. O termo representativo do efeito inhibitorio (1 + Kn In)
multiplica a todo o denominador:
V  =  { EQ \F(Vm S;(Km + S) (1+ Kn In))  } [9.6]
Así, traballando a unha concentración fixa de inhibidor e utilizando
para a descripción cinética a ecuación clásica [9.2] obtéñense uns parámetros
aparentes Kma e V ma tais que Kma = Km e V ma < V m.
9: Problemática cinética da glicosa oxidasa




































































   
   
   
   








Figura III.9.13: Cinética da GOD en ausencia (J) e presencia (Ü, Å, É e Ñ: 12,75; 25,49; 50,98 e 101,96 mM) de
ácido glicónico. Para o seu axuste a un modelo concreto de inhibición, véxase táboa III.9.3 e figura III.9.2.
No caso que nos ocupa, e dados os niveis máis moderados de sustrato
utilizados nesta segunda serie de ensaios, o perfil da velocidade nas
incubacións de control, sen glicónico adicional, acusou só un lixeiro descenso a
altas concentracións de glicosa. Con todo, de novo foi a ecuación [9.3] a que
conducíu aos mellores axustes, sendo, pois, a que se tomou como base para a
análise doutros posíbeis efeitos inhibitorios, isto é:
INHIB. COMPETITIVA : V  =  { EQ \F(Vm S;Km (1+ Kc Ic) + S (1+ Ks S))  }
[9.7]
INHIB. ACOMPETITIVA: V  =  { EQ \F(Vm S;Km + S (1+ Ks S) (1+ Ka Ia))  }
[9.8]
INHIB. NON COMPETITIVA: V  =  { EQ \F(Vm S;[Km + S (1+ Ks S)] (1+ Kn In))  }
[9.9]
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Así, e xa que nestas condicións, como xa se comentou, resultan pouco
aconsellábeis os métodos clásicos de linealización, a validación do modelo debe
basearse na sua capacidade para constituir a solución simultánea das cinco
series de resultados.
Certamente, os valores experimentais (figura III.9.13) incrinan a
supoñer que a inhibición determinada polo glicónico non pode ser –ou non pode
ser só– competitiva, dado que produce un claro descenso da velocidade
máxima (V ma<Vm). De feito, o correspondente axuste á ecuación [9.7] resulta
moi pobre: altos niveis de glicónico conducen a fortes sobreestimacións da
velocidade, mentres a baixos niveis os trazados teóricos esaxeran
inaceptábelmente un efeito aparente de inhibición por sustrato. O que
acontece pode interpretarse, pois, en termos de cálculo, supoñendo que o
efeito do glicónico é máis importante do que o modelo presupón, e que o método
de axuste (en ausencia do termo axeitado), «atribúe» a correspondente
varianza ao coeficiente Ks.
Igualmente inaceptábeis, polo demáis, resultaron ser os axustes aos
modelos acompetitivo [9.8] e non competitivo [9.9]. Neste último caso, porén, e
aínda as desviacións sendo cuantivamente importantes, o perfil das curvas
teóricas non apresenta as graves deformacións apreciábeis nos outros
supostos e a correlación entre observacións e predicións (r=0,982) comeza a ser
aceptábelmente lineal. Cabe admitir, pois, como ponto de partida, o modelo
non competitivo, tencionando a sua mellora con supostos adicionais.
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9.6.1: Un modelo inhibitorio mixto.
A formulación de tais supostos apoiouse na análise das desviacións ou
residuos (diferencias entre observacións e predicións) xeradas polas
correspondentes ecuacións. Así, no caso do modelo non competitivo, a
representación das desviacións en función da concentración de ácido glicónico
puxo de manifesto unha curvatura que suxire a ausencia dun termo de
segundo orde (figura III.9.14A). Aceptando o indicio e transformando o termo
«non competitivo» en (1+Kn I2), isto é:
V  =  { EQ \F(Vm S;[Km + S (1+ Ks S)] (1+ Kn In2 ))  } [9.10]
a distribución das desviacións perde, efectivamente, a sua curvatura (figura
III.9.14B) e gaña aleatoreidade, mellorando asimesmo a correlación lineal
entre observacións e predicións (r=0,993).
A aplicación dos mesmos criterios de validación, aínda que agora con
menor gañancia relativa (figura III.9.14C; r=0,996), conduce, polo demáis, a
aceptar asimesmo a actuación do mecanismo competitivo, que, en por sí so,
resultara insuficiente para explicar os resultados. Ao cabo, pois, o modelo que
se propón é:
V  =  { EQ \F(Vm S;[Km (1+ Kc Ic ) + S (1+ Ks S)] (1+ Kn In2 ))  } [9.11]















e non competitiva de
segundo orde
Km 3,523 5,888 5,708 4,364
V m 9,003 11,091 9,526 9,350
Ks 0,0010 0,0016 0,0015 0,0017
Kc - - - 0,015
Kn - 0,014 0,00015 0,00011
r (observacións:predicións) 0,996 0,982 0,993 0,996
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Figura III.9.14: Correlacións entre observación e predicións (esquerda) e distribucións das desviacións ou residuos en
función da concentración de ácido glicónico (dereita) nos supostos dados polas ecuacións [9.9], [9.10] e [9.11] (A, B e
C respectivamente).
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A táboa III.9.4 resume as características esenciais das tres últimas
ecuacións que veñen de se discutir, apresentándose na figura III.9.15 os
resultados experimentais xunto co seu axuste ao modelo [9.11].
Se o papel do ácido glicónico como inhibidor competitivo da glicosa
oxidasa non constitúe un resultado problemático, máis escura parece, en





































































   
   
   
   








Figura III.9.15: Cinética da GOD en ausencia (J) e presencia de ácido glicónico (Ü, Å, É e Ñ: 12,75; 25,49; 50,98 e
101,96 mM, respectivamente), axustada (liñas a trazo continuo) ao modelo 9.11. Correlación entre observación e
predicións, e distribución das desviacións na figura III.9.14C.
A este respeito debe sinalarse, en primeiro lugar, que o modelo
proposto, incluído o termo cuadrático, parece difícilmente sustituíbel, estando
outras posíbeis alternativas moi lonxe de producir axustes satisfactorios. Así:
i) Cando se ensaian ecuacións que inclúen simultáneamente dous
calisquera dos efeitos inhibitorios convencionais (competitivo, acompetitivo,
non competitivo), e mesmo os tres a un tempo, as desviacións e os enxisgos
son inaceptábeis.
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ii) A introdución dun efeito acompetitivo adicional no modelo [9.11]
produce un coeficiente Ka negativo, e a repetición do cálculo coa restrición Ka³ 0
reproduce o modelo [9.11] con Ka=0.
iii) Cando se considera que a concentración de glicónico é a suma do
que se engade inicialmente máis o promedio do que se produce durante o
periodo de incubación, obtense de novo o modelo [9.11], con variacións menores
de 10–5 nos parámetros Kn e Kc. (O cal é lóxico, dada a pequena contribución do
glicónico formado logo de 4 minutos ao nivel inicialmente engadido).
Se pretendera atoparse un fenómeno físico subxacente ao termo
cuadrático da ecuación [9.11], unha lectura directa da expresión permitiría dicir
que se trata dun efeito que enturpe a unión enzima-sustrato, sen implicar a
blocaxe do centro activo, e cunha intensidade maior (de aí o segundo orde) da
propria dun inhibidor non competitivo convencional.
E posíbelmente poidera suxerirse aínda que o fenómeno responsábel
estaría relacionado, como xa se adiantara, coas restricións á transferencia de
materia ligadas á viscosidade das solucións de glicónico. Resulta plausíbel
supoñer, en efeito, que este efeito da viscosidade enturpe tanto a unión
enzima-sustrato coma a separación enzima-produto, por mecanismos non
asimilábeis á inhibición por sustrato nen á deformación do centro activo por
ancoraxe do inhibibidor noutro ponto da molécula enzimática. O que daría
lugar a interaccións que non poden describirse axeitadamente mediante
nenguna outra forma funcional.
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9.7: Un modelo dinámico.
Retomando agora o tema dos factores que afectan á actividade da
glicosa oxidasa, tal como se descrebe esquemáticamente na figura III.9.6,
cabe utilizar os resultados que conduciron á figura III.9.10, xunto cos niveis de
catalasa determinados, e non representados na figura, no decurso do mesmo
experimento, para validar (ou refutar) un posíbel modelo que inclúa os efeitos
da auga osixenada e máis da catalasa.
De novo, coma no caso da produción de GOD en cultivo submerxido, é
preciso considerar un modelo dinámico, por canto a auga osixenada, produto
da reacción, desactiva á GOD. Polo demáis, a presencia de catalasa crea unha
dinamicidade adicional, por esta segunda enzima descompoñer á auga
osixenada e ser á sua vez desactivada por ela (TSE & GOUGH, 1987).Así,
favorece a acción da GOD, co que aumenta a velocidade de produción de auga
osixenada, que aumenta a velocidade de desactivación da catalasa, co que
contribúe ao descenso da actividade da GOD.
A situación podería describirse, pois, formulando as velocidades
instantáneas de formación (v) e descomposición (u) das especies implicadas, e
a seguir as suas concentracións remanentes. Así:
1: Ácido glicónico (GnH): sendo S a concentración de sustrato (glicosa),
m unha función michaeliana, con ou sen inhibicións, e t  un subíndice temporal:
vGnH t = m (St ; GODt) [9.12a]
GnHt = GnH t–1  + vGnHt–1  D t [9.12b]
2: Auga osixenada (OX): ao ser un coproduto da reacción catalizada
pola GOD, a sua velocidade de formación (en valores molares) ven rexida pola
mesma ecuación do ácido glicónico:
vOX t = vGnHt [9.13a]
OXt  = GnH t [9.13b]
Por outra parte, a sua descomposición pode considerarse o resultado
de dous procesos. Un deles espontáneo e para o cal, aceptando a hipótese
cinética máis simple, cabe propoñer un proceso de primeiro orde:
u1OXt  = k1 OXt  = k1 GnHt [9.14]
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e outro catalizado pola catalasa e, polo tanto michaeliano:
u2OXt  =  m (OXt ; CAT t) = m (GnHt ; CAT t) [9.15]
Dado que ámbolos dous procesos, xunto co de formación de OX, son
simplemente aditivos, terase:
uOXt = u1 OXt + u2 OXt [9.15a]
OXt = OX t–1  + D t (vOXt–1  – uOXt–1) [9.15b]
3: Glicosa oxidasa (GOD): de acordo co dito, cabe supoñela afectada por
tres tipos de procesos:
3.1: descomposición espontánea, sendo a hipótese máis simple a 
dunha cinética de primeiro orde:
u1GOD t = g1 GOD t [9.16]
3.2: desactivación por auga osixenada, onde unha vez máis a hipótese 
máis simple é a dunha cinética de segundo orde, primeiro en cadansúa 
especie:
u2GOD t = g2  OXt  GODt [9.17]
3.3: desactivación debida á diferencia (H) entre un pH de máxima 
estabilidade e o pH no sistema:
u3GOD t = g3  Ht  GODt [9.18]
Sumando as tres velocidades:
uGODt = GOD (g1 + g2 OX + g3 Ht) [9.19a]
GOD t = GODt–1   – uGODt–1  D t [9.19b]
Con estas premisas, a velocidade de formación de ácido glicónico nun
instante t , que dá a velocidade de formación de auga osixenada no mesmo
instante, resulta modificada no instante seguinte t+1, de acordo coa ecuación
de Michaelis Menten, non só en virtude da variación na concentración de
sustrato, senon tamén pola caída na concentración de GOD durante o periodo
de tempo D t.
Así, e de maneira semellante a como se procedeu no caso do cultivo
submerxido, a integración numérica das ecuacións de velocidade neta [9.12a] e
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[9.19a] verbo do tempo, produce as estimacións das concentracións de enzima e
produto. Polo que, minimizando a seguir (quasi-Newton) as diferencias de
cadrados entre estes valores e os determinados experimentalmente, é posíbel


























































Figura III.9.16: Ácido glicónico (esquerda) e glicosa oxidasa remanente (dereita), en incubacións do preparado crú
(É) e suplementado con catalasa (J), tal como se levaron ao cabo no caso descrito na figura III.9.10. As liñas
continuas representan os correspondentes axustes ao modelo proposto: ecuacións [9.12a] a [9.19b].
A solución así obtida (figura III.9.16) apresenta un axuste aceptábel
do modelo aos resultados (coeficientes de correlación, r, entre 0,978 e 0,995). O
pH de máxima estabilidade (5,49) concorda ben con resultados experimentais
previos, e os parámetros michaelianos, incluídos os correspondentes aos
efeitos inhibitorios, coinciden cos obtidos na experimentación precedente,
aínda debendo sinalarse que a inhibición non competitiva parece aquí de
menos importancia. Ao cabo, unha vez máis o elevado número de cambio da
catalasa quita fiabilidade ás estimacións dos parámetros michaelianos desta
enzima, pola mesma razón aducida no caso do cultivo submerxido: a rápida
desaparición da auga osixenada –que constitúe a situación real– queda
garantida a partires dun valor da velocidade máxima que infraestima a real.
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10: Operación nun biorreactor de 5 L.
Posto que os resultados ata aquí descritos en cultivo en estado sólido
puxeron de manifesto peculiaridades de interese na produción conxunta de
glicosa oxidasa e ácido glicónico, parece necesario examinar con máis detalle
determinados aspeitos deste tipo de sistemas, que adquirirían unha especial
relevancia no suposto de operacións a unha escala que ultrapasara a habitual
do laboratorio. Entre estes aspeitos cabe, en principio, sinalar a xeometría
dun reactor apto para meirandes volumes de proceso, a posibilidade de
prolongar o periodo produtivo do cultivo, sen necesidade de reinóculo, mediante
un réxime de alimentación discontinua, e o mantemento do nivel de
humectación do suporte na viciñanza do óptimo para as producións de
interese, mediante o logro dun equilibro entre alimentación e evaporación
forzada por aireación.
Así, e para valorar a viabilidade dun escalado, construíuse un reactor
coas seguintes características principais (figura III.10.1):
1: Corpo formado por un tubo cilíndrico de vidro (diámetro=16 cm;
xeratriz=100 cm), a cada base do cal pode acoplarse cadansúa tapa de nylon
ríxido, apta para lograr un peche estanco. O corpo envólvese externamente
cunha resistencia eléctrica en banda, regulada por un termostato. Disposto o
conxunto en posición horizontal sobre de suportes de madeira ad hoc, ao longo
da sua liña lonxitudinal superior leva unha serie de bocas coas seguintes
finalidades: 1.1: entrada de meio, dosificado mediante una bomba peristáltica
de vía múltiple, 1.2: entradas de aireación, conectadas a un compresor con
presión de saída regulada manométricamente, e medida do caudal por medio
dun rotámetro, 1.3: saídas para aireación e gases respiratorios, con filtro de la
de vidro para a retención de esporas, 1.4: entradas para sensores de
temperatura e humidade. Ao longo da liña lonxitudinal inferior leva un
pequeno número de bocas para a recuperación do produto.
2: As tapas laterais sosteñen un eixo lonxitudinal central, conectado a
un motor con periodicidade de funcionamento e velocidade regulábeis. O
traxecto interno do eixo leva unha rosca sen fin dividida en duas metades con
pasos de senso oposto, separadas por unha zona morta central. A
homoxeneización do cultivo lógrase mediante duas "varredeiras" con borde de
neopreno, montadas sobre cadansúa barra metálica fixa a dous discos
externos que rotan baixo da acción do motor. As varredeiras permiten
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asimesmo o desprazamento lonxitudinal de dous discos internos, capaces de
desprazamento recíproco por iren acoplados á rosca do eixo, e que actúan así
como pistóns no proceso de extrusión do suporte de poliuretano, para a
recuperación dos produtos. As posicións extremas dos discos externos poden
fixarse a vontade, a fin de variar o volume efectivo do reactor.
Figura III.10.1: Esquema do reactor para a operación en estado sólido a escala de 5 litros. V: varredeiras de
homoxeneización; DE: discos externos, base para a suxección das varredeiras e que xuntamente con elas, constitúen o
esquelete do sistema; DI: discos internos, con movemento recíproco ao longo do eixo do reactor, para a extrusión do
suporte; A: entradas e saídas de aireación; P: bocas de recuparación do produto.
3: Dous tipos de pasadores que actúan a modo de embragues acoplan
ou desacoplan a transmisión do xiro do eixo aos dous tipos de discos, de tal
meneira que se consiguen dous réximes de funcionamento:
3.1: Réxime de incubación: o xiro do eixo transmítese aos discos
externos, o xiro dos cais arrasta, á sua vez, as varredeiras.
3.2: Réxime de extrusión-expansión: o xiro do eixo non se transmite aos
discos externos, pero provoca o desprazamento dos discos internos, que se
achegan mutuamente. Completada a extrusión, invírtese o xiro do motor, ata
o retorno dos discos á posición de incubación.
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As condicións básicas do ensaio recóllense na táboa III.10.1. A
posición dos discos externos fixouse de tal modo que a cárrega de suporte
utilizada fora aproximadamente equivalente ao 75% do volume efectivo, para
evitar posíbeis dificultades á acción das varredeiras con cárregas superiores.
Táboa III.10.1: Condicións do ensaio no reactor con cárrega de 50 g (2,5 dm3) de suporte
CONDICIÓNS
Reactor Rotación: periodos de  5 minutos (3 rpm) cada hora
Suporte 50 g ( r =20 g/dm3 ; Ø= 8 mm) ~ 75% da capacidade total
Caudal aireación 20 L/min
Saturación Prevista:40 %.
MEIO 12M
N 1,1 g/L de N útil como (CaNO3) 2 .4H2O
P 0,2 g/L como KH2PO4
Ca 250 mM. Ca CO3
Relacións C/N e C/P 43 e 240
ALIMENTACiÓN
Caudal medio 7 mL.g–1.día–1
Glicosa 0,85 g.g–1.día–1
LAVADO 200 mL auga estilada estéril
O meio utilizado foi un lote de 12M, suplementado ata niveis de 1.100
e 200 mg/L de nitróxeno útil e fósforo respectivamente, así como con 250 mM
de calcio, fornecido por unha mestura de CaCO3 e Ca(NO3)2 nas proporcións
necesarias para obter os niveis debidos de nitróxeno e calcio. O pH inicial
levouse a 7,0.
Partindo dunha fase líquida equivalente ao 40% de saturación, o
réxime operatorio dirixiuse, en principio, a manter ese nivel compensando por
evaporación unha alimentación de 7 mL.g–1.día–1. Cun meio 12M, esta
alimentación implica un ingreso de glicosa de 0,85 g.g–1.día–1, que,
sensíbelmente inferior ao consumo medio habitual de cultivos precedentes
(consumo+conversión~2,5 g.g–1.día–1), fai prever un proceso máis lento dos
ata aquí descritos, e máis apto, pois, para identificar posíbeis desviacións do
proceso. Logo de verificarse a linealidade da relación entre caudal de aireación
e velocidade de evaporación dentro dun amplo intervalo de valores (figura
III.10.2), estabeleceuse o primeiro en 20 L.min–1, valor en principio suficiente
para determinar a evaporación dun volume de fase líquida equivalente ao que
se introduce coa alimentación.


































Figura III.10.2: Relacións entre caudal de aireación e velocidade de evaporación no reactor modificado, cunha cárrega
de 50 g (2,5 dm3) de suporte. Os dous tipos de pontos corresponden a medidas realizadas (dado o amplio intervalo
cuberto) con dous diferentes rotámetros.
O proceso, polo demáis, levouse ao cabo con extrusión intermitente
cada 12 horas, seguida cada 24 horas de lavados realizados adicionando ao
sistema un volume suficiente de auga estilada estéril no momento de máxima
compresión do suporte, completando a expansión e comprimindo de novo,
para recoller o líquido que flúe polas saídas inferiores, denantes de proceder á
recárrega do sistema cun volume de meio fresco equivalente ao retirado. A
montaxe do sistema completo sobre dunha balanza permitíu obter en todo
momento aproximacións suficientes da fase líquida presente.
Nas figuras III.10.3 e III.10.4 recóllense os resultados do ensaio. Debe
salientarse en primeiro lugar que, aínda as primeiras mostraxes poñendo de
manifesto a insuficiente evaporación da fase líquida, decidiuse non alterar o
plan e seguir así ao sistema na sua deriva. As causas desta desviación
poderían atribuirse ao feito de que o calibrado da evaporación, realizado con
suporte e auga, en ausencia de nutrintes e biomasa, non reproduce
exactamente as condicións reais do reactor.
Aínda que a compactación atribuíbel ao crecemento da biomasa
resulta, como demostraron os cultivos precedentes, de moi escasa entidade, a
formación de glicónico e conseguinte acumulación de gliconato cálcico foi moi
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intensa, co que a sua eliminación requeriría lavados máis enérxicos do que os
estritamente precisos para a extracción da enzima. Esta foi asimesmo a
causa da caída do pH que, ao non se contrarrestar, dada a decisión de manter
as características da alimentación, experimentou neste caso un descenso
máis acusado do que nos cultivos previos, chegando a estabilizarse nun valor
pouco apropriado para a produción, que sen dúbida contribuíu á baixada
precoz do rendemento nesta ocasión.
Por último, o moderado da alimentación con glicosa non só conducíu,
segundo xa se esperaba, a unha dinámica máis lenta, senon que de contado
resultou claramente insuficiente, como evidencia a figura III.10.4, acadando
xa aproximadamente ás 30 horas niveis excesivamente baixos, que
continuaron descendendo de maneira progresiva ata chegaren prácticamente


























































































Figura III.10.3: Resultados do ensaio no biorreactor (A). L: fase líquida por gramo de suporte; G e GOD: glicosa e
glicosa oxidasa presentes por unidade de volume de fase líiquida.








































































































Figura III.10.4: Resultados do ensaio no biorreactor (B). å G: valor acumulado de glicosa engadida (Ñ) e consumida
(Ü) por g de suporte. å GOD: ídem para a glicosa oxidasa producida. GOD: velocidade de produción de GOD, por
intervalos (J) e promedio no periodo (É). GOD/Gc: rendemento na produción de GOD verbo da glicosa consumida,
por intervalos (J) e promedio no periodo (É).
Con todo, e malia este conxunto de condicións desfavorábeis, debe
salientarse que a produción do sistema en termos de GOD por unidade de
suporte foi de 8 UE.g–1.hora–1 durante as 48 primeiras horas de incubación.
Este valor significa algo máis dunha duplicación da produción máxima (a 20
horas), así como do periodo produtivo, obtidos no óptimo definido polo método
do gradiente, e a multiplicación dos resultados obtidos nos primeiros ensaios
de alimentación discontinua por un factor de 13 . Demostra, por outra parte,
que o cambio de escala, que neste ensaio multiplicou por un factor de ~160 a
da operatoria habitual en Erlenmeyer, non cambia a dinámica do proceso se
se manteñen as relacións entre as variábeis básicas estudiadas. E suxire, ao
cabo, que o sistema apresenta unha certa robusteza, e que cabe aínda
mellorar o seu rendemento sustituíndo no posíbel a adición de carbonato por
NaOH no meio de alimentación, a favor da capacidade tampón do seu contido
en proteínas.
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Conclusións
Unha recapitulación dos resultados descritos na presente memoria
permite enunciar sumariamente as seguintes conclusións:
1: Demostrouse que os efluíntes do procesado de mexilón, parcialmente
sacarificados por métodos enzimáticos –no contexto do proceso IIM, marco do
presente traballo–, constitúen un meio apto para o cultivo de Aspergillus
niger, tanto na modalidade submerxida coma en estado sólido, con destino á
produción de glicosa oxidasa e ácido glicónico.
2: Probada a capacidade do efluínte para o obxectivo proposto en cultivo
submerxido, a cinética desta modalidade operatoria pasou a estudiarse nun
meio sintético de comportamento equivalente, a fin de facilitar a
reprodutibilidade e a xeralización dos resultados. As correspondentes
conclusións atinxen aos seguintes aspeitos:
2.1: O desenrolo do microorganismo apresenta, tanto polo que se refire
ao crecemento (produción de biomasa), coma á produción de glicosa oxidasa,
as características dun proceso diáuxico, cunha primeira etapa describíbel
mediante un modelo loxístico, e unha segunda etapa lineal. Na etapa loxística,
a desaparición da glicosa constitúe esencialmente unha consecuencia da sua
conversión en ácido glicónico, catalizada pola glicosa oxidasa extracelular,
sendo mínima a contribución atribuíbel ao consumo microbiano. Esgotada a
glicosa do meio, comeza o consumo do ácido glicónico acumulado, cunha
cinética lineal de velocidade moderada: arredor dun orde de magnitude inferior
á máxima da etapa precedente.
2.2: O aumento do nivel de glicosa oxidasa durante a fase lineal non pode
xustificarse coa liberación de enzima intracelular por lise do micelio.
Constitúe un proceso activo de biosíntese, que coexiste co aumento de
biomasa e o ingreso de nutrintes, e no que non se detectan as liberacións de
nitróxeno e fósforo asociadas aos procesos de lise nas fases serodias dos
cultivos discontinuos. Aínda que con rendemento inferior ao promovido pola
glicosa, o ácido glicónico representa, pois, un sustrato apto para a biosíntese
de glicosa oxidasa. Sendo á sua vez un produto da enzima, cabe supoñer que
ésta é de natureza semiconstitutiva e que non está submetida a unha forte
represión por produto.
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2.3: Desenrolouse un modelo dinámico para a produción de glicosa
oxidasa durante a primeira fase do cultivo. Tal modelo resulta de integrar o
loxístico na produción de biomasa, o de Luedeking e Piret na produción da
enzima, e os seguintes supostos cinéticos: a) o microorganismo produce
catalasa a unha velocidade proporcional á da produción de GOD, b) a acción
da GOD sobre da glicosa xera auga osixenada á mesma velocidade molar do
que ácido glicónico, c) a GOD é desactivada pola auga osixenada cunha
cinética de segundo orde, primeiro en cada reactivo, d) a auga osixenada é
destruída pola catalasa cunha cinética michaeliana. O sistema descrebe con
axuste satisfactorio os resultados experimentais e permite tipificar a glicosa
oxidasa como un metabolito primario.
3: A actividade da glicosa oxidasa estudiouse en relación con diversas
variábeis de interese cinético ou vinculado ás condicións de cultivo, como a
interacción entre temperatura e pH, estabilidade a longos tempos de
incubación, efeitos do FAD, carbonato cálcico, catalasa, peroxidasa. Os
correspondentes resultados permitiron:
3.1: Desenrolar un modelo cinético que demostra a existencia de
inhibición por sustrato, tema no que a información previa é pouco concluínte,
así como un efeito inhibitorio do ácido glicónico, que, de carácter complexo,
puido resolverse en duas compoñentes: a) unha inhibición de tipo competitivo
convencional, b) unha inhibición relacionada co aumento das restricións á
difusión que determina a viscosidade do produto.
3.2: Aplicar un modelo dinámico semellante ao desenrolado para o
cultivo submerxido, descrito en 2.3, no que se inclúen os efeitos da auga
osixenada e maila catalasa.
4: Demostrouse que o cultivo en estado sólido de Aspergillus niger sobre
de partículas de espumas de poliuretano embebidas en efluíntes do procesado
de mexilón constitúe unha modalidade operatoria superior ao cultivo
submerxido, de realización máis simple e rápida, que eleva sustancialmente a
produtividade do proceso e facilita a alimentación discontinua, así como a
recuperación do produto por extrusión.
5: No sistema así definido estudiouse por métodos factoriais e de
gradiente a composición óptima de nutrintes, demostrándose que o exceso de
nitróxeno depreme a produción da enzima na primeira fase do cultivo, pero
contribúe a facilitar a utilización do ácido glicónico como fonte de carbono
unha vez esgotada a glicosa. Desta maneira, o nivel de nitróxeno pode
utilizarse como un recurso para obter rápidamente glicosa oxidasa e ácido
glicónico na fase loxística, ou permitir o estabelecemento da fase lineal
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descrita en 2.1, con utilización do glicónico acumulado e aumento máis
moderado da produción de enzima.
6: Os métodos factoriais e de gradiente aplicáronse asimesmo ao estudio
da produción como función simultánea da densidade do suporte, o diámetro da
partícula e a concentración de sustrato. As interaccións detectadas puxeron
de manifesto a importante incidencia na resposta dos fenómenos de
transporte relacionados coa difusión intra e interparticular, demostraron a
necesidade de asociar densidades baixas a diámetros altos cando se utilizan
altas cárregas de sustrato, e a correspondente ecuación empírica permitíu
definir os valores destas variábeis que maximizan a produción.
7: Finalmente, o conxunto de resultados descrito aplicouse á construción
dun biorreactor tubular, a unha escala de 5 litros, en réxime de aireación
continua, mestura e alimentación discontinuas e acopladas, e descárrega por
extrusión e lavado intermitente sen reinóculo. Chegouse desta maneira a
multiplicar a escala do labor experimental que o fundamentou por un factor
de ~160, manténdose as predicións básicas acerca do comportamento do
sistema e multiplicando as producións dos primeiros ensaios por un factor de
~13.
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Sen dúbida a liña de actuación máis evidente que suxiren os
resultados recollidos na presente memoria consiste no perfeccionamento da
operatoria aplicada no biorreactor obxecto dos últimos ensaios, e o aumento
da sua escala nunhas proporcións que resulten coherentes co volume dunha
pranta de procesado de mexilón.
É claro, polo demáis, que esta liña excede o tipo de labor característico
do enfoque de laboratorio, e require coordenacións máis complexas entre os
ámbitos da investigación e a produción industrial, coma as que na actualidade
iniciou xa a Consellería de Pesca da Xunta de Galicia.
Adicionalmente, e dentro dunha dimensión máis básica, cabe sinalar
que boa parte das conclusións aquí estabelecidas, e moi en particular todas
aquelas que atinxen ás descripcións formais do comportamento microbiano en
diferentes modalidades de cultivo, son dunha xeralidade suficiente como para
resultaren transferíbeis a outros tipos de bioproducións e bioconversións,
algunhas delas en marcha xa no noso laboratorio, en coordenación co
Departamento de Bioquímica, Xenética e Inmunoloxía da Universidade de
Vigo.
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